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EPIC European Prospective Investigation into Cancer  
FC  Folin-Ciocalteu 
GC plinska kromatografija (ang. Gas Chromatography) 
GC-MS plinska kromatografija-masna spektrometrija (ang. Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry) 
Glu-P-1 2-amino-6-metildipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol 
Glu-P-2 2-aminodipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol 
HAA heterociklični aromatski amini (ang. Heterocyclic Aromatic Amines) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance 
Liquid Chromatography)  
HPLC-MS tekočinska kromatografija v povezavi z masno spektrometrijo 
harman  1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol 
IARC Mednarodna agencija za raziskavo raka (ang. International Agency for 
Research on Cancer) 
IFP 2-amino-(1,6-dimetilfuro[3,2-e]imidazo[4,5-b])piridin 
IQ 2-amino-3-metilimidazo[4,5,-f]kinolin 
IQx 2-amino-3-metilimidazo[4,5,-f]kinoksalin 
LC tekočinska kromatografija (ang. Liquid Chromatography) 
LC-MS tekočinska kromatografija/masna spektrometrija (ang. Liquid 
Chromatography-Mass Spectrometry) 
LLE tekočinsko-tekočinska ekstrakcija (ang. Liquid-Liquid Extraction) 
t-RNA prenašalna ribonukleinska kislina (ang. Transfer Ribonucleic Acid) 
LT longissimus thoracis 
MeAαC 2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol 
MeIQ 2-amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]kinolin 
MeIQx 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin 
NaCl natrijev klorid 
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NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (ang. Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide Phosphate) 
NIR bližnja infrardeča refleksijska spektroskopija (ang. Near-Infrared 
Spectroscopy) 
NOC N-nitrozo spojine 
norharman 9-H-pirido[3,4-b]indol oziroma β-karbolin 
Orn-P-1 4-amino-6-metil-1H-2,5,10,10b-tetraza-fluoranten 
PAH policiklični aromatski ogljikovodiki 
PG propil galat 
PhIP 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin 
Phe-P-1 2-amino-5-fenilpiridin 
ppb število delcev na milijardo (ang. Parts Per Billion) 
ppm število delcev na milijon (ang. Parts Per Million) 
P450(CYP)1A2 citokrom 
SIR iz ang. Single Ion Recording 
SM semimembranosus 
SPE ekstrakcija na trdi fazi (ang. Solid Phase Extraction) 
SPME mikroekstrakcija na trdni fazi (ang. Solid Phase Microextraction) 
TBHQ terciarni butil-hidrokinon 
TBK število tiobarbiturne kisline 
Trp-P-1 3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol 
Trp-P-2 3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol 
UV ultravijolično valovanje 
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1 UVOD 
Goveje meso je zaradi vsebnosti policikličnih aromatskih ogljikovodikov (PAH), 
heterocikličnih aromatskih aminov (HAA), N-nitrozo spojin (NOC) in makromolekularnih 
oksidativnih produktov pogosto predmet obravnavanj epidemioloških tveganj (Chiang in 
Quek, 2017).  
 
Heterociklični aromatski amini so skupina mutagenih in/ali kancerogenih snovi, ki se 
tvorijo v hrani bogati z beljakovinami med predvsem suhimi postopki toplotne obdelave. 
Na njihov nastanek vpliva vsebnost prekurzorjev, kot so kreatin, kreatinin, sladkorji in 
proste aminokisline, ki vstopajo v proces Maillardove reakcije. Njihov nastanek je odvisen 
od temperature in časa toplotne obdelave, vrste toplotne obdelave in vrste mesa. Do danes 
so identificirali že več kot 25 različnih HAA, katere delimo na aminokarboline oziroma 
pirolitične HAA, ki nastajajo s postopki pirolize pri temperaturah nad 300 °C, ter 
aminoimidazoazarene oziroma termične mutagene, ki se tvorijo pri temperaturah pod 
300 °C. V največji količini so najpogosteje identificirani 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP), 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]kinoksalin (MeIQx) 
in 2-amino-3,4,8-trimetil-3H-imidazo[4,5-f]kinoksalin (4,8-DiMeIQx) (Sander in sod., 
2011; Zeng in sod., 2018). 
 
Povezavo med vnosom HAA in razvojem različnih tipov tumorjev pri ljudeh je težko 
dokazati, saj pri ljudeh prihaja do bistveno manjše izpostavljenosti omenjenim 
komponentam kakor pri testiranih živalih, pa vendar ne smemo zanemariti dejstva, da vse 
več epidemioloških raziskav potrjuje povečano incidenco različnih rakavih obolenj pri 
osebah, katere uživajo večje količine dobro pečenega mesa (Gibis, 2016). 
 
Inhibicija tvorbe HAA je bila proučevana v številnih študijah, kjer so bile uporabljene 
različne metode toplotne obdelave, različni dodatki, vključno z naravnimi antioksidanti, 
kot so fenolne komponente, ekstrakti šipka, grozdnih pešk, oliv, zelišč in začimb, kot so 
sol, timijan, origano, brin, kurkuma, ingver ter vitamin E, vodotopni vitamini in drugo 
(Zeng in sod., 2018). Rezultati študij, ki vključujejo uporabo določene vrste 
antioksidantov, z namenom preprečevanja nastanka HAA, se razlikujejo. Omenjeno 
dejstvo nakazuje na kompleksnost in hkrati nepoznavanje mehanizma in številnih vplivov 
na nastanek HAA. 
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1.1 NAMEN NALOGE 
Namen naloge je bil ovrednotiti vpliv dodanega na sol vezanega brinovega ekstrakta v 
govejih pleskavicah na zmanjšanje nastanka zdravju škodljivih HAA, ki nastanejo med 
različnimi postopki toplotne obdelave mesa. Hkrati smo želeli določiti optimalno količino 
dodanega ekstrakta, ki še zagotavlja senzorično sprejemljivost pleskavic. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Postavili smo dve hipotezi: 
 Pričakujemo, da bo dodatek na sol vezanega brinovega ekstrakta vplival na 
zmanjšano tvorbo HAA v toplotno obdelanih govejih pleskavicah. 
 Predvidevamo, da bomo določili najučinkovitejšo količino na sol vezanega 
brinovega ekstrakta, ki bo zaviral nastanek HAA, hkrati pa zagotavljal senzorično 
sprejemljivost izdelka. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 HETEROCIKLIČNI AROMATSKI AMINI 
Povod za raziskavo, ki je pripeljala do odkritja zdravju škodljivih HAA, je temeljil na ideji 
o možnem karcinogenem vplivu dima, ki nastaja med toplotno obdelavo hrane, predvsem 
mesa in rib (Sugimura in sod., 2004). Leta 1939 je švedski znanstvenik Widmark prišel do 
odkritja, da ekstrakt pečenega konjskega mesa, apliciran na kožo miši, povzroča nastanek 
rakavega obolenja pri le-teh. HAA so odkrili Sigimura in sod. pred več kot 35 leti 
(Sugimura in sod., 1997; Murkovic, 2004). 
 
HAA so kancerogene in mutagene spojine, sestavljene iz heterocikličnih obročev z 
vezanimi amino skupinami. Nastajajo med toplotno obdelavo predvsem mesa, perutnine in 
rib, zaradi bogate vsebnosti prekurzorjev – v prvi vrsti kreatina (Rahman in sod., 2014). 
Nivo nastanka HAA lahko variira od manj kot 1 ppb pa do več kot 500 ppb (Turesky, 
2002), kar je pogojeno z vrsto uporabljene metode toplotne obdelave, s časom in 
temperaturo kuhanja, z vrsto mesa in njegovimi karakteristikami, kot so vrednost pH, 
vsebnost maščobe, aminokislinski profil, prisotnost prekurzorjev, in od uporabe začimb ter 
antioksidantov (Murkovic, 2004; Rahman in sod., 2014). Omenjene spojine so bile 
identificirane tudi v tobačnem dimu, pivu, vinu, dimljenem siru, deževnici itd. Szterk 
(2015) na osnovi analiz pripisuje glavno vlogo pri tvorbi HAA tipu mesa in temperaturi 
toplotne obdelave. Vpliv obeh dejavnikov se pri toplotni obdelavi govejega mesa na žaru 
giba med 89 in 100 %.  
 
2.1.1 Maillardova reakcija 
Maillardova reakcija je proces, ki prinaša bodisi koristen, v nekontroliranih pogojih pa 
škodljiv vpliv na fizikalne, kemijske, biološke in senzorične lastnosti prehranskih izdelkov. 
Povezujemo jo z razvojem okusa, arome, teksture in barve (Oliveira in sod., 2016).  
 
2.1.1.1 Kemizem Maillardove reakcije 
Maillardova reakcija predstavlja kompleksno skupino reakcij, ki se začne s tvorbo 
kovalentne vezi med amino skupino in karbonilnimi komponentami. Potek Maillardove 
reakcije lahko razdelimo v tri faze, ki se medsebojno povezujejo. Pojavijo se lahko 
spontano, odvisno od pogojev, ki vplivajo na reakcijo. V prvi fazi, imenovani glikozilacija, 
prihaja do kondenzacije med karbonilno skupino reducirajočega sladkorja in deprotonirano 
amino skupino ter tvorbe tako imenovanega N-glikozamina in sočasne odcepitve molekule 
vode. N-glikozamin je podvržen ireverzibilnemu prestrukturiranju in tvorbi produkta, 
imenovanega 1-amino-1-deoksi-ketoza (ARP). V primeru sladkorja fruktoze iz oblike 
ketoksi aminov nastajajo 2-amino-2-dezoksialdoze (Heyns produkti). Sledi faza, ki se 
začne z degradacijo ARP in Heyns produktov z oksidacijo, fragmentacijo, enolizacijo, 
dehidracijo, kislinsko hidrolizo in radikalskimi reakcijami, odvisno od pogojev, kot so pH, 
čas in temperatura. Pri vrednostih pH 7 ali manj prihaja do tvorbe furfurala ob prisotnosti 
pentoz oziroma hidroksimetilfurfurala pri vključitvi heksoz. Pri vrednostih pH večjih od 7 
pa prihaja do nastanka spojin, kot so 4-hidroksi-5-metil-2,3-dihidrofuran-3-on in različnih 
produktov, ki vključujejo acetol, piruvaldehid in diacetil. Z združitvijo karbonilne in amino 
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skupine lahko nastanejo produkti, ki vključujejo dušik. Pri reakciji aminokislin z 
dikarbonili nastajajo aldehidi in aminoketoni; reakcija je poznana pod imenom 
Streckerjeva razgradnja. Omenjene komponente zaradi svoje visoke reaktivnosti vodijo v 
nadaljnje reakcije vključno s ciklizacijo, dehidracijo, retroaldolizacijo, izomerizacijo, 
kondenzacijo in prestrukturiranjem. V končni fazi prihaja do tvorbe dušikovih polimerov 
in ko-polimerov rjavega obarvanja, poznanih kot melanoidini (Oliveira in sod., 2016). 
 
 
Slika 1: Potek Maillardove reakcije in njeni produkti (Martins in sod., 2001) 
 
2.1.2 Prekurzorji HAA 
Nastanek škodljivih HAA med postopki toplotne obdelave osnovne surovine je odvisen od 
vsebnosti prekurzorjev ter njihovega medsebojnega vpliva. Količina posameznih vhodnih 
spojin ali tako imenovanih prekurzorjev se razlikuje med živalskimi vrstami kot tudi med 
posameznimi mišicami določene vrste. Študije potrjujejo variiranje vsebnosti prekurzorjev, 
pogojeno s časom zorenja mesa in kakovostjo mišičnine (Gibis in Weiss, 2015). 
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2.1.2.1 Kreatin in kreatinin  
Kreatin je dušikova organska kislina, katere sinteza poteka v telesu iz L-arginina, L-
metionina in glicina ter predstavlja bistven člen pri produkciji adenozin trifosfata (ATP); 
primarnega vira energije živih bitij. Sinteza ATP-ja zavisi od pretvorbe kreatina v kreatin 
fosfat pod vplivom encima kreatin kinaze (Randviir in Banks, 2013). Normalna vsebnost 
skupnega kreatina v mišici je cca. 125 mmol/kg suhe snovi. Zaradi hitre porabe ATP-ja 
med visoko intenzivnimi vadbami se športniki poslužujejo vnosa kreatina v obliki 
prehranskih dodatkov (Wyss in Kaddurah Daouk, 2000). 
 
Analogi kreatina, med katere se uvršča ciklokreatin, dokazano delujejo antikancerogeno in 
imajo sinergističen vpliv v kombinaciji s kemoterapevtiki (Wyss in Kaddurah Daouk, 
2000). 
 
Slika 2: Pretvorba kreatina v kreatinin (Kreatin, 2001) 
 
Kreatinin je molekula, ki nastaja kot produkt pri razgradnji kreatina in kreatin fosfata. Sam 
po sebi nima pomembnejše biološke funkcije, saj se preko cirkularnega sistema glomerulne 
filtracije v ledvicah izloča iz telesa z urinom. Meritve vsebnosti kreatinina se še danes 
uporabljajo za analizo delovanja ledvic (Randviir in Banks, 2013). 
 
Transformacija kreatina v inerten ciklični produkt, imenovan kreatinin, ki je esencialen za 
tvorbo amino-imidaznega obroča oziroma imidazokinolinov, imidazokinoksalinov in 
imidazopiridinov, poteka pri povišani temperaturi. Daljši čas toplotne obdelave vpliva na 
pretvorbo večje količine kreatina v kreatinin ter posledično večjo tvorbo polarnih HAA. 
Toplotna obdelava mesa in rib z večjo vsebnostjo kreatina oziroma kreatinina ima za 
posledico večjo stopnjo mutagenosti jedi. Dokaz vpletenosti kreatina v tvorbo polarnih 
HAA je njihova manjša tvorba v prav tako proteinsko bogatih živilih, kot so: sir, fižol, 
školjke in jetra, ki vsebujejo manjšo količino kreatina. V primerjavi z mesom je 
mutagenost hrane rastlinskega izvora kar 10-krat manjša, kar povezujemo z odsotnostjo 
kreatina in kreatinina v rastlinah. Tvorba nepolarnih HAA je neodvisna od vsebnosti 
kreatina ali kreatinina (Wyss in Kaddurah Daouk, 2000; Gibis, 2016).  
 
Pfau in sod. (2006) ugotavljajo, da dodatek kreatin monohidrata v krmo živali pet dni pred 
zakolom, v koncentraciji od 12,5 do 50 g na dan, ne vpliva na povečan nivo mutagenosti 
njihovega mesa po cvrtju. Dodatek kreatina v prehrano živali pa vpliva na boljšo kakovost 
mesa, na večjo sposobnost zadrževanja vode, prihaja do kasnejšega formiranja laktata in 
posledično kasnejšega zmanjšanja vrednosti pH po zakolu. 
 
Jurhar A. Učinek ... brinovega ekstrakta na tvorbo heterocikličnih aromatskih aminov v … pleskavicah. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
6 
2.1.2.2 Proste aminokisline 
Pomen proteinom v prehrani daje njihova bogata sestava iz esencialnih aminokislin. Ker 
le-te telo samo ne more sintetizirati, smo jih, zaradi njihove vloge v celičnem metabolizmu, 
primorani zaužiti s hrano (Oliveira in sod., 2016). Prisotnost aminokislin je ključnega 
pomena pri reakciji nastanka HAA. Več različnih aminokislin, na primer treonin, glicin, 
lizin, alanin in serin, lahko vodi do nastanka MeIQx. Študija, kjer so bile številne 
aminokisline v kombinaciji z glukozo in kreatinom izpostavljene segrevanju, je pokazala 
mutageno aktivnost vseh. Po drugi strani so analize dokazale, da imajo nekatere 
aminokisline manjši potencial mutagenosti ob uporabi suhega segrevanja. Aminokislini 
serin in treonin sta pri tem postopku toplotne obdelave pokazali najvišjo stopnjo nevarnosti 
(Gibis, 2016). 
 
Szterk in Waszkiewicz Robak (2014) s poskusom peke govejih zrezkov potrjujeta dejstvo, 
da so kreatinin in aminokisline alanin, fenilalanin in lizin v korelaciji s tvorbo različnih 
aminoimidazoazarenov in PhIP. Aminokisline, kot so: arginin, asparagin, glutamin, glicin, 
treonin, prolin, valin, triptofan, levcin, izolevcin, histidin in tirozin determinirajo nastanek 
specifičnih HAA. Cistein, sarkozin in serin vplivajo na zmanjšano tvorbo HAA. 
 
Korelacija med količino prostih aminokislin (vsota vseh kodiranih in nekodiranih 
aminokislin) in tvorbo HAA v govejem mesu nakazuje na nezanesljivost napovedi 
nastanka mutagenih snovi le na osnovi skupne vsote aminokislin. Podatki kažejo na 
zanesljivo napoved nastanka posameznih HAA v primeru alanina, lizina in fenilalanina. 
Dobro sovpadanje s količino prostih aminokislin se kaže v primeru 9-metil-β-karbolina 
(harman) in 9-H-pirido[3,4-b]indol oziroma β-karbolina (norharman) (Szterk in 
Waszkiewicz-Robak, 2014). Boljši napovednik količine nastalih HAA je celokupna 
vsebnost dušikovih baz, purina in pirimidina ter njihovih nukleotidov, s koeficientom 
korelacije od 0,78 do 0,99 (Szterk, 2015). 
 
2.1.2.3 Ogljikovi hidrati 
Pomembno vlogo pri oblikovanju mutagenih HAA, poleg vsebnosti kreatina oziroma 
kreatinina in aminokislin, igra prisotnost reducirajočih sladkorjev, kot so: glukoza, 
fruktoza, riboza, eritroza in laktoza (Gibis, 2016). Gibis in Weiss (2015) v analizi devetih 
vrst mesa ugotavljata najmanjšo vsebnost glukoze, blizu meje identifikacije, pri piščančjem 
mesu, in sicer 0,07 g/100 g suhe snovi ter največjo vrednost 1,46 g/100 g suhe snovi pri 
konjskem mesu. Naravna prisotnost sladkorjev v mesu dosega polovično molarno vrednost 
vsebnosti kreatina in aminokislin. Povečanje te koncentracije je v številnih raziskavah 
pokazalo na zmanjšano tvorbo nevarnih HAA (Gibis, 2016). Vsebnost glukoze močno 
sovpada s količino nastalih termičnih HAA, medtem ko je formiranje pirolitičnih aminov, 
kot sta 2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol (AαC) in 2-amino-5-fenilpiridin (Phe-P-1), 
neodvisno od vsebnosti glukoze v mesu (Szterk, 2015). 
 
Tai in sod. (2001) so ugotovili, da se v ocvrtih ribah pri 9-14 % dodatku sladkorja zmanjša 
količina aminokislin v tkivu in poveča vsebnost nastalih HAA. Dodatek sladkorja v deležu 
19 % pa je vplival na manjšo tvorbo HAA ob hkratnem povečanju količine aminokislin. 
Inhibicija tvorbe mutagenih komponent ob presežku dodanega sladkorja je rezultat večjega 
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nastanka drugih produktov Maillardove reakcije, ki najverjetneje med reagiranjem s 
kreatinom blokirajo sintezo imidazokinoksalinov (Gibis, 2016). 
 
Shin in sod. (2003) so dokazali vpliv dodanih oligosaharidov in inulina na zmanjšanje 
vsebnosti HAA in mutagenosti v primeru ocvrtih pleskavic. Dodatek tako oligosaharidov 
kot inulina v koncentraciji 1,5 % je zmanjšal tvorbo skupnih HAA za okoli 50 %.  
 
Analiza toplotno obdelanega mesa prašičev, ki so nosilci RNˉ alela s povečano vsebnostjo 
rezidualnega glikogena, je pokazala 90 % manjšo tvorbo PhIP in 50 % manjšo vsebnost 
skupnih HAA v primerjavi s prašiči brez tega alela (Olsson in sod., 2002). 
 
Gibis in Weiss (2015) ugotavljata največje vrednosti PhIP v piščančjem mesu, ki je za 
razliko od preostalih vrst mesa vsebovalo najmanjše koncentracije glukoze. Rezultati 
sovpadajo s študijo nastanka PhIP v modelnem sistemu brez prisotnosti glukoze, temveč le 
s prekurzorji fenilalaninom in kreatininom. 
 
2.1.3 Vrste in delitev HAA 
Danes poznamo več kot 25 različnih HAA, strukture najpogosteje tvorjenih so prikazane v 
preglednicah 1 in 2. HAA delimo na termične – IQ tip oziroma aminoimidazoazarene 
(AIA), ki se tvorijo pri temperaturah med 100 in 300 °C v procesu Maillardove reakcije, 
ter na pirolitične, ne-IQ tip oziroma pirolizine ali aminokarbonile, kateri nastanejo s 
pirolizo proteinov in posameznih aminokislin pri temperaturah nad 300 °C (Rahman in 
sod., 2014; Gibis, 2016). Glede na kemijske lastnosti jih delimo na polarne 
(aminoimidazoazarene, 2-amino-6-metildipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol (Glu-P-1) in 2-
aminodipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol (Glu-P-2)) in nepolarne (vsi ostali) (Alaejos in 
Afonso, 2011). 
 
2.1.3.1 Aminoimidazoazareni 
Na podlagi različnih derivatov, ki so potrebni za nastanek aminoimidazoazarenov, jih 
delimo v tri podskupine (Alaejos in sod., 2008a): 
 imidazopiridine,  
 imidazokinoline in  
 imidazokinoksaline. 
 
Osnovo IQ komponent tvorijo heterociklični piridini in pirazini, ki nastajajo kot produkti 
med heksozami in prostimi aminokislinami v procesu Maillardove reakcije. Nadalje s 
sodelovanjem Streckerjeve razgradnje in tako nastalimi aldehidi prihaja do produktov 
vinil-piridinov in vinil-pirazinov, kateri v reakciji konjugacije s kreatininom privedejo do 
nastanka aminoimidazoazarenov. Druge študije zagovarjajo direktno kondenzacijo med 
aldehidom in kreatininom. Molekula kreatinina po ciklizaciji in eliminaciji vode služi kot 
osnova aminometilimidaznega obroča, nastali intermediat se v nadaljnji fazi poveže s 
piridini oz. pirazini (Alaejos in Afonso, 2011). Modelni sistemi dokazujejo sposobnost 
tvorbe HAA z ali brez vsebnosti sladkorja, medtem ko je v mesu minimalna koncentracija 
sladkorjev bistvenega pomena (Skog, 1993). 
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Poskus z dodajanjem kreatina in kreatinina v meso ali ekstrakte govejega mesa pred 
procesom toplotne obdelave je pokazal povečanje vsebnosti AIA, mutagenost pa je bila kar 
do 40-krat večja. Proporcionalno povečanje nastanka škodljivih komponent nakazuje na 
vključitev kreatina v nastanek vseh AIA. Hkrati raziskave, kjer je bila vsebnost kreatina v 
mesu pred cvrtjem zmanjšana z dodatkom kreatinaz, dokazujejo zmanjšanje mutagenega 
potenciala od 65 do 73 % (Wyss in Kaddurah Daouk, 2000).  
 
Predstavniki AIA, 2-amino-3-metilimidazo[4,5,-f]kinolin (IQ), 2-amino-3,8-
dimetilimidazo[4,5-ƒ]kinoksalin 8-MeIQx, 4,8-DiMeIQx in PhIP, spadajo med 
najpomembnejše mutagene in skupno predstavljajo kar 80 % mutagenosti polarne skupine 
HAA. Modelni sistemi kažejo, da je maksimalna mutagenost dosežena s kombinacijo 
kreatina ali kreatinina z aminokislinami in sladkorji v razmerju 1:1:0,5, katero se najbolje 
približa razmerju teh komponent v goveji mišici (Wyss in Kaddurah Daouk, 2000). 
Preglednica 1: Najpogosteje zastopani polarni heterociklični aromatski amini in njihove strukturne formule 
(Alaejos in sod., 2008a) 
Kemijsko ime Okrajšava  Struktura 
imidazopiridinski derivati   
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]-piridin PhIP 
 
imidazokinolinski derivati   
2-amino-3-metil-imidazo[4,5-f]-kinolin IQ 
 
2-amino-3,4-dimetil-imidazo[4,5-f]-kinolin MeIQ 
 
imidazokinoksalinski derivati   
2-amino-3-metil-imidazo[4,5-f]-kinoksalin IQx 
 
2-amino-3,7,8-trimetil-imidazo[4,5-f]-kinoksalin 7,8-DiMeIQx 
 
2-amino-3,4,8-trimetil-imidazo[4,5-f]-kinoksalin 4,8-DiMeIQx 
 
 
Jurhar A. Učinek ... brinovega ekstrakta na tvorbo heterocikličnih aromatskih aminov v … pleskavicah. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
9 
2.1.3.2 Aminokarbolini 
Glede na posamezne skupine prisotnih derivatov aminokarboline delimo na (Meurillon in 
Engel, 2016):  
 piridoindole (harman, norharman, AαC, MeAαC, Trp-P-1, Trp-P-2), 
 piridoimidazole (Glu-P-1, Glu-P-2), 
 fenilpiridine (Phe-P-1), 
 tetraazafluorantene (Orn-P-1), 
 benzimidazole (Cre-P-1). 
 
Piridoindoli in piridoimidazoli se delijo v podskupine s posameznimi predstavniki (Skog in 
sod., 2000): 
 α- karbolini (AαC in MeAαC), 
 β-karbolini (harman in norharman), 
 γ-karbolini (Trp-P-1 in Trp-P-2), 
 δ-karbolini (GluP-1 in Glu-P-2).  
 
Z izjemo β-karbolinov (harman in norharman) se aminokarbolini smatrajo za pirolitične 
mutagene. Prvotno so bili izolirani iz cigaretnega dima in piroliziranih prostih aminokislin 
triptofana, lizina, fenilalanina, ornitina in glutaminske kisline ter piroliziranih proteinov, 
kot so: albumin, gluten in sojin globulin. Med pirolizo se pri temperaturah nad 300 °C v 
radikalskih reakcijah tvorijo številni reaktivni fragmenti. S kondenzacijo teh fragmentov 
prihaja do novo nastalih heterocikličnih struktur, katerih potencial je lahko mutagen (Skog 
in sod., 2000). 
 
Mnogi aminokarbolini so bili identificirani v hrani, mesnih ekstraktih, bujonih ter mesnih 
in ribjih jedeh, toplotno obdelanih pri temperaturi 100-225 °C. Nekateri aminokarbolini so 
bili identificirani v modelnih sistemih. Trp-P-1 je bil najden v soku govejega mesa po 30-
minutnem vrenju, Trp-P-1 in Trp-p-2 so identificirali po 10-minutnem segrevanju 
kreatinina, glukoze in triptofana ali izoleucina v vodi pri 180 °C (Skog in sod., 2000). 
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Preglednica 2: Najpogosteje zastopani nepolarni heterociklični aromatski amini in njihove strukturne formule 
(Alaejos in sod., 2008a) 
Kemijsko ime Okrajšava  Struktura 
fenilpiridini   
2-amino-5-fenilpiridin Phe-P-1 
 
piridoindoli   
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AαC 
 
1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol harman 
 
9H-pirido[3,4-b]indol norharman 
 
piridoimidazoli   
2-aminodipirido-[1,2-α:3,2-d]imidazol Glu-P-2 
 
2-amino-6-metildipirido-[1,2-α:3,2-d]imidazol Glu-P-1 
 
 
Skog in sod. (2000) v raziskavi vpliva toplotne obdelave in dodatkov na nastanek HAA, s 
preferenco aminokarbolinov, ugotavljajo, da pri 10-minutnem segrevanju mešanice 
mesnega soka in vode v zaprtem vlažnem sistemu pri 175 °C, poleg IQx, MeIQx, PhIP, 
nastajata tudi harman in norharman. V pogojih odprtega vlažnega sistema je bila količina 
nastalih HAA bistveno manjša. S segrevanjem v odprtem suhem sistemu pri 175 °C 10 
minut se je vsebnost PhIP povečala 15-krat, harmana 2-krat, povečala se je tudi vsebnost 
norharmana. Z višanjem temperature na 200 °C in 30-minutni toplotni obdelavi pri 
odprtem, suhem segrevanju se je količina PhIP, harmana in norharmana povečala. 
Norharman v količini 3 ng/g suhe snovi in harman s 5 ng/g suhe snovi sta bila 
identificirana kot edina HAA v mesnem soku tudi pred segrevanjem. Dodatek triptofana 
med segrevanjem je vplival na povečano tvorbo harmana in norharmana, kar dokazuje, da 
ima triptofan v tem primeru vlogo prekurzorja. V pogojih vlažnega segrevanja se je 5-
kratno povečanje vsebnosti triptofana izkazalo v 70-kratnem povečanju vsebnosti harmana. 
Harman in norharman sama po sebi v Amesovem testu na Salmonella typhimurium nista 
mutagena, vendar pa vplivata na povečanje mutagene aktivnosti Trp-P-1 in Trp-P-2. Poleg 
tega norharman v kombinaciji z ne-mutagenimi HAA, kot sta anilin in o-toluidin, deluje 
mutageno in tvori DNA addukte. Študije poročajo o delovanju harmana in norharmana kot 
nevrotoksinov in encimskih inhibitorjev, monoaminooksidaz in monooksigenaz. AαC je bil 
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identificiran le v primeru 30-minutnega suhega segrevanja liofiliziranega mesnega soka pri 
200 °C.  
 
2.1.4 Dnevni vnos 
Dnevni vnos HAA je odvisen od različnih prehranjevalnih navad potrošnika, predvsem 
načina priprave hrane in količine zaužitega mesa. Podatki študij o meritvah zaužite dnevne 
količine HAA nakazujejo na visok vnos teh komponent v Združenih Državah Amerike, 
Španiji (606 ng/dan/osebo) in na Hrvaškem. Slednje spadajo v sam vrh po količini 
zaužitega mesa, predvsem ocvrtega, praženega in pečenega na žaru (Gibis, 2016). Izračun 
povprečnega dnevnega vnosa HAA na prebivalca Nemčije v epidemiološki študiji 
European Prospective Investigation into Cancer (EPIC) znaša 103 ng (Gibis in Weiss, 
2015). Rohrmann in sod. (2009) ugotavljajo povečanje tveganja za nastanek 
kolorektalnega raka pri zaužiti količini HAA nad 41,4 ng/dan.  
 
2.1.5 Mutagenost in kancerogenost 
Visoka vsebnost HAA v vsakodnevni prehrani povzroča zaskrbljenost z vidika zdravja 
ljudi v povezavi s posledično visoko pojavnostjo rakavih obolenj. Raziskave so pokazale 
močno genotoksičnost HAA v bakterijah in celicah sesalcev ter močne kancerogene učinke 
na poskusnih živalih (Alaejos in sod., 2008b). Epidemiološki podatki kažejo, da HAA 
lahko prispevajo k nekaterim najpogostejšim oblikam rakavih obolenj pri ljudeh, 
povezanih z uživanjem mesa, kolorektalnemu raku, raku prostate in raku na prsih. Ocena 
tveganja za pojav rakavega obolenja, povzročenega s strani HAA, je negotova in pogosto v 
razponu od zgornje meje 1 rakavega obolenja na 1000 oseb do spodnje meje, ki je ocenjena 
na 50 obolenj na 106 oseb. Kritične točke ekstrapolacije iz živali na človeka se kažejo v 
možnem različnem vplivu odmerka, encimov, medvrstnih razlikah, v metabolizmu 
ksenobiotika ter razlikah v sestavi prehrane (Turesky, 2002). 
 
Študija daljše časovne izpostavljenosti glodavcev HAA je pokazala kancerogene učinke 
predvsem na prebavnih organih; jetra, želodec, debelo črevo ter prostati in mlečnih žlezah. 
Vključitev IQ, MeIQ, in MeIQx v količini od 0,03 do 0,04 % v vsakodnevno prehrano je v 
obdobju dveh let povzročila tumorje na jetrih ali črevesju pri vseh testiranih glodavcih. V 
kontrolni skupini z normalno prehrano je bila obolevnost le 4 %. Dodatek 0,06 % MeIQx 
je v nekaj tednih povzročil tumorje tudi na pljučih in bezgavkah (Gibis, 2016). 
 
Raziskave na opicah so dokazale močan kancerogen vpliv 2-amino-3-metilimidazo[4,5,-
f]kinolin (IQ) na jetrne celice. 10 mg/kg telesne teže je pri doziranju petkrat tedensko 
povzročilo tumorje pri 70 % primatov, doza 20 mg/kg telesne mase pa je vplivala na kar 
100 % pojavnost tumorjev. Do nastanka tumorjev je v primeru izpostavitve manjši dozi 
prišlo povprečno po 60 mesecih, pri koncentraciji 20 mg/kg telesne mase pa po 43 mesecih 
(Turesky, 2002). 
 
Pri bolnikih s kroničnim srčnim popuščanjem lahko visoko tveganje za nastanek rakavega 
obolenja pripisujemo drastičnemu povečanju serumskega kreatinina, ki ustvarja idealne 
pogoje za razvoj AIA spojin (Wyss in  Kaddurah Daouk, 2000). 
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Poleg kancerogenih spojin k razvoju rakavih obolenj prispevajo tudi dejavniki, kot so 
fizična aktivnost, prehrana in drugo. Kombinacija HAA in prehrane z visoko vsebnostjo 
vlaknin se je pozitivno izkazala pri zniževanju kancerogenega potenciala HAA. Vlaknine 
vplivajo na spremembo absorpcije v prebavilih in posledično na izločanje HAA iz telesa 
(Ferguson, 2010). 
 
2.1.6 Metabolizem HAA 
Kot številne druge kancerogene spojine tudi HAA ne reagirajo mutageno direktno z 
vnosom v telo. Po absorpciji v tankem črevesju se v večini transportirajo do jeter, kjer 
poteka glavna metabolična pot z začetno encimsko N-hidroksilacijo pod vplivom 
citokroma P450(CYP)1A2. S hidroksilacijo aromatskega obroča in nanj vezanih amino 
skupin nastajajo N-hidroksi produkti, ki reagirajo direktno z DNA ali pa vstopajo v 
nadaljnje faze razgradnje. Takšna hidroksilacija poteka tudi zunaj jeter pod vplivom 
katalizatorjev CYP1A1 in CYP1B1. V nadaljnji fazi acetilacije oziroma tiolacije pod 
vplivom N-acetiltransferaz in sulfotransferaz, L-seril tRNA, L-pirolil tRNA ter drugih ATP 
odvisnih encimov nastajajo nestabilni N-hidroksi estri. Le-ti so sposobni elektrofilne 
reakcije z DNA in tvorbe adduktov. Nastali N-acetoksi amin je zelo reaktivna molekula s 
sposobnostjo tvorbe NH2
+ iona, ključnega v procesu DNA mutacij. Pod vplivom 
glukuronoziltransferaz, glutation S-transferaz in NADPH-reduktaz so nekateri N-hidroksi 
produkti sposobni tvorbe neškodljivih konjugatov ter povratne redukcije do primarnih 
aminov, ki se iz telesa izločijo z urinom (Turesky, 2007; Alaejos in sod. 2008b; Gibis, 
2016).  
 
Zmanjšan vpliv nevarnih metabolitov HAA lahko dosežemo z modifikacijo njihove 
biodostopnosti, torej omejitvijo sposobnosti prehoda preko gastrointestinalne bariere 
(Meurillon in Engel, 2016). Persson in sod. (2004) z in vitro študijo ugotavljajo, da 
pšenični otrobi in vlaknine krompirja, z vsebnostjo ogljikovega hidrata lignina, vežejo 
HAA in tako zmanjšajo njihovo prebavljivost in s tem možnost nadaljnje absorpcije. 
 
2.1.7 Metode identifikacije 
Določanje HAA vključuje različne kromatografske tehnike in elektroforezo. Prisotnost 
HAA v sledovih, kompleksnost ter vpliv različnih matriksov zahtevajo predhodno pripravo 
in čiščenje vzorcev. Prva faza priprave zajema raztapljanje. Vzorec se homogenizira in z 
dodatkom različnih organskih topil, kot so aceton, etil acetat, metanol, hidro-alkoholne 
mešanice ali vodnih topil, kot so voda, klorovodikova kislina in natrijev hidroksid, tvori 
disperzijo. Sledi odstranjevanje proteinov z uporabo konvencionalnih postopkov 
centrifugiranja ali filtracije. Z uporabo tehnik, kot so tekočinsko-tekočinska ekstrakcija 
(LLE), super-kritična tekočinska ekstrakcija, ekstrakcija na trdni fazi (SPE), 
mikroekstrakcija na trdni fazi (SPME) in najpogosteje uporabljene LLE-SPE ekstrakcije 
odstranimo morebitno motnost in zagotovimo, da dosežemo primerno koncentracijo HAA 
ter omogočimo kasnejše izoliranje analitov na različne frakcije (Alaejos in sod., 2008c). Z 
analitskimi metodami (plinska kromatografija (GC), plinska kromatografija - masna 
spektrometrija (GC-MS), tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) z UV, 
fluorescenčna ali elektrokemična detekcija, tekočinska kromatografija - masna 
spektrometrija (LC-MS) z možno vključitvijo ionizacije, kapilarna elektroforeza, encimska 
Jurhar A. Učinek ... brinovega ekstrakta na tvorbo heterocikličnih aromatskih aminov v … pleskavicah. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
13 
imuno-adsorpcijska preiskava (ELISA), imuno-afinitetna kromatografija) dobimo 
kvalitativne in kvantitativne podatke o vsebnosti HAA v vzorcu (Pais in Knize, 2000). 
 
2.1.8 Tvorba HAA v mesu 
Obstajajo trije možni načini za zaviranje nastanka HAA spojin: 
 vpliv na vsebnost prekurzorjev,  
 izbira metode toplotne obdelave živila,  
 vpliv na sestavo z dodatkom specifičnih sestavin, ki zavirajo nastanek HAA 
(Meurillon in Engel, 2016).  
 
2.1.8.1 Vpliv vrste mesa 
Gu in sod. (2002) so z raziskavo, v kateri so fileje skuše toplotno obdelali v ponvi, 
ugotovili, da na nastanek HAA vpliva tudi vrsta mišice. Svetle mišice vsebujejo večje 
količine prekurzorjev HAA, kot so proste aminokisline, kreatin in druge dušikove 
komponente, in vlage v primerjavi s temnimi mišicami. Manjši nastanek HAA v toplotno 
obdelanih temnih mišicah lahko pripišemo še njihovi lokaciji med kožo ter svetlimi 
mišicami in posledično indirektnemu kontaktu s površino ponve med toplotno obdelavo. 
 
Na tvorbo HAA vpliva genotip. Prašiči z RNˉ alelom vsebujejo 4-krat večjo količino 
glikogena v primerjavi z mesom prašičev, ki ne vsebujejo alela. Povečana vsebnost 
glikogena vpliva na približno 50 % zmanjšanje skupnih HAA, predvsem PhIP. Po drugi 
strani način hranjenja živali in spol statistično značilno ne vplivata na kemijsko sestavo in 
nastanek HAA (Alaejos in Afonso, 2011). 
 
Študija primerjave nastanka HAA v mesu različnih mišic (Kondjoyan in sod., 2010) je 
pokazala, da so vrednosti HAA v rezinah mišice semimembranosus (SM) bistveno manjše 
kot pri mišici longissimus thoracis (LT). Mišici sta si podobni v vsebnosti maščobe, 
vrednosti pH in količini prekurzorjev, z izjemo fenilalanina in glikogena. SM vsebuje več 
kolagena kot LT, hkrati pa je kolagen v SM slabše topen kot kolagen v LT. To 
najverjetneje vpliva na sposobnost migracije vode znotraj rezine mesa in posledično na 
tvorbo HAA. Vpliv vodne aktivnosti na vsebnost HAA je dokazan tudi v manjši tvorbi 4,8-
DiMeIQx, IQx in MeIQx v rezinah mesa kot v mesnem soku. Zgoraj omejena trditev o 
manjšem nastanku HAA pa ne velja za PhIP. Vsebnost PhiP se za razliko od vlažnega 
modelnega sistema v pogojih suhe toplotne obdelave povečala za 137-550 %. Razlike v 
količini 4,8-DiMeIQx, IQx, MeIQx in PhIP, nastalih v istem tipu mišice pri različnih 
postopkih toplotne obdelave, potrjujejo vpliv vodne aktivnosti in migracije na nastanek 
nevarnih substanc. 
 
Meso s kožo je nagnjeno k manjšemu nastanku HAA kot meso brez kože. Velik vpliv ima 
vsebnost maščobe, saj se v pustem mesu tvori več HAA kakor v zamaščenem. Prvi razlog 
je manjša vsebnost prekurzorjev nastanka HAA v mesu z večjo vsebnostjo maščobe, in 
sicer prostih aminokislin, glukoze in proteinov. Drugič, prevajanje toplote pri bolj 
zamaščenem kosu mesa poteka hitreje, kar vpliva na krajši čas toplotne obdelave. Vsebnost 
HAA v rdečem mesu, perutnini in ribah variira. V perutninskem mesu prihaja do nastanka 
večjih količin PhIP in 2-amino-(1,6-dimetilfuro[3,2-e]imidazo[4,5-b])piridina (IFP), 
medtem ko več MeIQx nastaja v govedini, svinjini in ribah. Kot najpomembnejši dejavnik, 
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ki vpliva na vsebnost in vrsto HAA v Szterkovi študiji, se je izkazal čas skladiščenja 
presnega mesa v hladilniku pred toplotno obdelavo, sledi vrsta mesa, stopnja zamaščenosti 
in spol živali. Med procesom zorenja se vsebnost prostih aminokislin in kreatinina poveča. 
Podatki kažejo, da se največ HAA tvori v govedini, ki je bila zorjena 15 dni (Szterk in 
Waszkiewicz-Robak, 2014). 
 
Če govorimo o vsebnosti kreatinina 19 mg/100 g, 24 ur po zakolu, le-ta naraste na vrednost 
24 mg/100 g po 14 dneh ter na 26 mg/100 g po 28 dneh in je v močni korelaciji s količino 
nastalih HAA. Z zdravstvenega vidika je bolje uživati nezorjeno goveje meso, obdelano do 
središčne temperature 65 °C, kot meso, ki je bilo zoreno. Pri toplotni obdelavi vzorcev 28 
dni zorenega mesa, obdelanega do središčne temperature 65 °C, se je tvorilo kar 0,38 ng/g 
HAA, kar je 2-krat več kot pri nezorenem govejem mesu (Polak in sod., 2009). 
 
Delna nadomestitev maščobe v svinjskih pleskavicah z oljčnim in sončničnim oljem ter 
oljem grozdnih pešk je privedla do zmanjšane tvorbe HAA v primerjavi s kontrolnimi 
pleskavicami. Oljčno in sončnično olje sta vplivala na popolno inhibicijo MeIQ, medtem 
ko je olje grozdnih pešk 100 % inhibiralo nastanek MeIQx in PhIP (Lu in sod., 2017). 
 
2.1.8.2 Vpliv temperature in časa toplotne obdelave 
Nastanek HAA je odvisen od časa toplotne obdelave in temperature, ki je pogojena z vrsto 
toplotne obdelave, pri čemer velja, da ima temperatura večji vpliv. Vsebnost mutagenih 
substanc v hrani, ocvrti pri temperaturi 150 °C, je majhna oziroma tudi pod mejo detekcije, 
medtem ko se pri temperaturah nad 190 °C vsebnost HAA močno poveča (Alaejos in 
Afonso, 2011). 
 
Povečana tvorba kancerogenih HAA je lahko posledica daljšega časa toplotne obdelave. V 
modelnem sistemu se je po enournem segrevanju pri 175 °C v vlažnih pogojih tvorilo 1,2 
ng 4,8 DiMeIQx/g mesnega ekstrakta. Pri enournem podaljšanju segrevanja pa je vsebnost 
4,8 DiMeIQx narasla za 3-krat. Sprememba časa segrevanja v suhih pogojih pri 
temperaturi 100 °C iz ene na dve uri, pri 150 °C iz 30 minut na eno uro in pri 200 °C iz 10 
minut na 30 minut, dokazuje pomen temperature pri nastanku HAA. Pri temperaturi 
100 °C je v obeh časovnih intervalih nastalo 3,5 ng MeIQx/g, pri 150 °C pa 4 ng MeIQx/g. 
Pri 200 °C se je vsebnost s 3,7 ng/g povečala na 10,7 ng/g, pri 20-minutnem podaljšanju 
časa segrevanja. V primeru vlažnega segrevanja pri visoki temperaturi in podaljšanem času 
pa je prišlo do zmanjšane tvorbe HAA (Bordas in sod., 2004).  
 
Povečanje temperature cvrenja iz 200 °C na 250 °C vpliva na povečanje mutagene 
aktivnosti HAA za kar trikrat (Felton in sod., 1994). Nekateri avtorji poročajo o doseženi 
maksimalni tvorbi HAA, saj po določenem času segrevanja, odvisno od temperature, 
nastopi dekompozicija. Pri IQ derivatih in PhIP dekompozicija poteče le pri temperaturah 
nad 200 °C. Stabilnost HAA je odvisna tudi od vrednosti pH. 30-minutno segrevanje pri 
pH 6-8 in temperaturi 225 °C kaže na 25-50 % dekompozicijo vsebnosti mutagenih HAA 
(Alaejos in Afonso, 2011). 
 
Rezultati študije Szterka (2015) ne sovpadajo s podatki o razgradnji HAA pod vplivom 
visoke temperature, ki jih navaja literatura. Razlogi, da pri 280 °C ni prišlo do razpada 
HAA, so: tanek kos mesa vsebuje veliko prekurzorjev HAA; nastali polarni HAA z 
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difuzijo potujejo proti sredini kosa mesa, kjer so varni pred termično dekompozicijo; čas 
toplotne obdelave krajši od 10 minut. 
 
2.1.8.3 Vpliv načina toplotne obdelave 
Toplotna obdelava mesa je ključnega pomena za doseganje senzorične kakovosti, 
predvsem pa ustreznosti z vidika zagotavljanja varnosti (Tornberg, 2005). Vrsta in 
vsebnost HAA v toplotno obdelanem mesu je odvisna od pogojev toplotne obdelave. 
Puangsombat in sod. (2012) poročajo o 3,5-krat večji vsebnosti skupnih HAA v mesu, ki je 
bilo toplotno obdelano do polne stopnje pečenosti v primerjavi s polpečenim. 
 
V študiji vpliva načina toplotne obdelave in nivoja maščobe na nastanek HAA pri različnih 
vrstah rib Oz in Kotan (2016) ugotavljata statistično značilen vpliv načina toplotne 
obdelave na vsebnost skupnih HAA (p ≤ 0,05), medtem ko vrsta ribe ne vpliva statistično 
značilno na celokupno vsebnost HAA (p > 0,05). Z zdravstvenega vidika se je tako 
priporočljivo izogibati uživanju na žaru pečenega lososa in s suhim pečenjem v ponvi 
pripravljenih sardin. Na osnovi dobljenih rezultatov se priporoča uživanje lososa, skuše in 
brancina, pripravljenih s suhim pečenjem v ponvi, priprava sardin z mikrovalovi, toplotna 
obdelava ugotice v pečici in postrvi na grelni plošči. 
 
Liao in sod. (2010) poročajo o tvorbi mutagenih HAA v perutninskem mesu pri toplotni 
pripravi na žaru z uporabo oglja in pri cvrtju v ponvi. Z vrednostjo 112 ng HAA/g se je kot 
slabša metoda toplotne obdelave mesa z vidika nastanka HAA pokazala peka na žaru z 
ogljem. V primeru praženja so vrednosti znatno manjše, govorimo o 7 ng HAA/g račjih 
prsi ter 4 ng HAA/g piščančjih prsi. 
 
Oz in sod. (2010) v raziskavi ugotavljajo, da se največ HAA v piščančjih zrezkih tvori pri 
obdelavi z mikrovalovi, sledi postopek cvrtja v ponvi, peka na žaru, najmanj pa pri toplotni 
obdelavi v pečici. 
 
Primerjava različnih metod toplotne obdelave govejih zrezkov je pokazala na večjo 
vsebnost skupnih HAA v ponvi ocvrtih zrezkov, od 0,252 do 0,940 ng/g, medtem ko je bila 
pri tehniki sous-vide vsebnost med 0,036 in 0,123 ng/g, v kuhanih vzorcih pa 0,032 ng/g 
(Oz in Zikirov, 2015). 
 
Felton in sod. (1994) dokazujejo, da zmanjšanje vsebnosti prekurzorjev HAA v govejih 
pleskavicah, obdelanih s predhodno mikrovalovno obdelavo, prispeva k bistveno manjši 
tvorbi mutagenih HAA komponent med cvrtjem. Z zmanjšanjem vsebnosti kreatina, 
sladkorjev in aminokislin za 30 % so dosegli do 90 % zmanjšanje vsebnosti HAA. Kot 
alternativa za zmanjšanje HAA se omenja zmanjšana vsebnost vode z mikrovalovi in 
posledično onemogočen transport prekurzorjev proti površini mesa in njihovega delovanja 
kot reaktantov. Omenjeno dejstvo potrjuje tudi Jinap s sod. (2013). Vsebnost skupnih HAA 
v govejem in piščančjem mesu je bila po obdelavi zamrznjenega mesa z mikrovalovi 
manjša za 97 in 98 %, v primerjavi z mesom, ki so ga toplotno obdelali na žaru z uporabo 
oglja. 
 
Uporaba različnih vrst lesa pri peki lososa na žaru je pokazala na varnejšo izbiro 
kokosovega oglja v primerjavi z običajnim lesnim ogljem. Kokosovo oglje je opredeljeno 
Jurhar A. Učinek ... brinovega ekstrakta na tvorbo heterocikličnih aromatskih aminov v … pleskavicah. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
16 
kot oglje, ki ne povzroča plamena in dima. Manjša vrednost nastalih HAA pri uporabi 
kokosovega oglja nakazuje na njegovo sposobnost absorpcije maščobe, ki pri peki kaplja iz 
mesa. Posledično ne prihaja do pirolize in tvorbe HAA, kateri se s pomočjo dima 
akumulirajo na površini surovine, ki je predmet toplotne obdelave (Viegas in sod., 2012). 
 
2.2 ANTIOKSIDANTI 
Antioksidanti so poznani po anti- in pro- oksidativnem delovanju, odvisno od njihove 
koncentracije. Prisotnost posameznih ali mešanice antioksidantov značilno inhibira 
nastanek mutagenih oziroma kancerogenih HAA spojin. Antioksidativno delovanje lahko 
poteka preko odstranjevanja radikalov in prostih radikalnih sekvenc, preko blokiranja 
njihovega nastanka, s preprečevanjem biotransformacije premutagenov v reaktivne 
metabolite, s stimulacijo delovanja encimov za detoksifikacijo, z lovilci reaktivnih molekul 
in zatiranjem delovanja agensov intracelularnih procesov, ki so vključeni v DNA 
popravljalne mehanizme ter v nastanek in napredovanje tumorjev (Vitaglione in Fogliano, 
2004).  
 
2.2.1 Sintetični antioksidanti 
Raziskave podajajo kontradiktorne rezultate o vplivu delovanja sintetičnih antioksidantov 
na tvorbo mutagenih in kancerogenih HAA. Delovanje sintetičnih in naravnih 
antioksidantov, kot so butilhidroksianizol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT), propil galat 
(PG), α- in γ- tokoferol, se kaže v povečani tvorbi MeIQx pri segrevanju mešanice, ki 
vsebuje prekurzorje HAA. Največja količina nastalega MeIOx se je tvorila ob dodatku 
100 ppm terc-butilhidrokinona (TBHQ), in sicer za 220 % več v primerjavi s kontrolnim 
vzorcem. Po drugi strani študije dokazujejo nasprotno delovanje, koncentracija 100 ppm 
BHA, PG in TBHQ dodanega vzorcem govejega mesa je povzročila zmanjšanje nastanka 
HAA (Vitaglione in Fogliano, 2004). 
 
2.2.2 Naravni antioksidanti 
Študije o aktivnosti naravnih antioksidantov jih, glede na njihovo delovanje, delijo v dve 
skupini, prvo, ki vključuje učinkovanje čistih spojin, in drugo, v katero se uvrščajo 
posamezna živila in njihovi ekstrakti (Vitaglione in Fogliano, 2004).  
 
2.2.2.1 Vitamini 
Dodatek vitamina E na površino govejih pleskavic pred toplotno obdelavo, v koncentraciji 
od 1 do 10 % vsebnosti maščobe, med pečenjem učinkovito zmanjša tvorbo PhIP, in sicer 
med 45 in 75 % (Vitaglione in Fogliano, 2004). V primerjavi z dodatkom vitamina E kot 
aditiva k surovini, dodatek vitamina E v prehrano živali nima značilnega vpliva na 
nastanek HAA med toplotno obdelavo. Povečana koncentracija vitamina E v prehrani 
govedi značilno poveča vsebnost α-tokoferola v pustem mesu. Čeprav je bila celokupna 
vsebnost HAA najmanjša v vzorcih mesa govedi, ki so ga hranili z največjo koncentracijo 
vitamina E, pa ni bilo opaziti statistično značilnega (p > 0,05) inhibitornega vpliva na 
vsebnost posameznih oziroma skupnih HAA (Ruan in sod., 2014). 
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Wong in sod. (2012) v študiji inhibicije nastanka HAA z dodatkom vodotopnih vitaminov 
v modelnem sistemu Maillardove reakcije in s poskusom toplotne obdelave govejih 
pleskavic dokazujejo statistično značilno inhibicijo HAA pri dodatku šestih od preučevanih 
enajstih vitaminov (tiamin, riboflavin, nikotinska kislina, pantotenska kislina, piridoksin, 
piridoksal, piridoksamin, biotin, folna kislina, vitamin B12 in L-askorbinska kislina). 
Piridoksamin, piridoksin, nikotinska kislina, biotin, tiamin in L-askorbinska kislina so 
tvorbo PhIP in MeIQx v modelnem sistemu zmanjšali za 40 %. Kot najboljši se je, tako v 
modelnem sistemu kot tudi kot dodatek v govejih pleskavicah, izkazal piridoksamin z 
doseženo 80 % manjšo tvorbo HAA v primerjavi s kontrolno skupino. Zaviralni učinek 
nastanka HAA narašča z naraščajočo koncentracijo vitamina piridoksamina, vendar ne 
linearno. 
 
2.2.2.2 Flavonoidi 
Rdeči poper se kot začimba pogosto uporablja pri pripravi mesnih jedi. Oz in Kaya (2011a) 
potrjujeta pozitivne učinke njegove sestave, vsebuje namreč flavonoide, kot sta kvercetin 
in lutein, ter terpenoide. Dodatek rdečega popra v deležu 1 % je vplival na zmanjšanje 
vsebnosti skupnih HAA (IQ, MeIQ, 4,8- DIMeIQx in PhIP) za 76 in 94 % pri temperaturah 
cvrtja 175 in 225 °C. 
 
Gibis in Weiss (2012) dokazujeta inhibitorni učinek dodatka 0,6 g ekstrakta grozdnih 
pešk/100 g toplotno obdelanih govejih pleskavic, in sicer se za 90 % zmanjša vsebnost 
PhIP, kar pripisujejo flavonoidni sestavi ekstrakta. 
 
Kot inhibitor nastanka HAA učinkuje tudi ekstrakt jabolčne lupine. 5 % dodatek ekstrakta 
jabolčne lupine je zmanjšal tvorbo MeIQx za 76,1 % in PhIP za 82,1 % (Rounds in sod., 
2012). Za mariniranje mesa se pogosto uporabljata tudi s flavonoidi bogato vino in pivo. 
Nekaj urno mariniranje 100 g govejega zrezka v 350 ml vina ali piva po cvrtju zmanjša 
tvorbo PhIP do 88 % (Melo in sod., 2008). 
 
2.2.2.3 Terpeni 
Dodatek črnega popra v količini 1 % je popolnoma preprečil tvorbo HAA pri cvrtju mesnih 
kroglic pri temperaturi 225 °C (Oz in Kaya, 2011b).  
 
Puangsombat in Smith (2010) poročata o antioksidativnem učinkovanju ekstrakta 
rožmarina pri toplotni obdelavi govejih pleskavic. Dodatek 0,05 in 0,5 % ekstrakta 
rožmarina je zaviral nastanek MeIQx do 92 % in PhIP do 85 %. Rezultati so posledica 
sestave rožmarina, ki vključuje polifenolne terpene, kot so karnozol, karnozolna kislina in 
rozmanol, ki z reaktivnimi ortodifenolnimi skupinami v svoji strukturi delujejo kot lovilci 
radikalov.  
 
Fenolni terpen karvakrol, sestavina origanovega olja, je kot dodatek (1 %) pri toplotno 
obdelani govedini zmanjšal tvorbo PhIP za 78 %. Ugoden učinek je posledica možnosti 
skupine OH fenolnih spojin da inhibira radikalske intermediate, vključene v potek nastanka 
HAA. Drugi možen način delovanja je nastanek netopnih kompleksov med HAA in 
karvakrolom, kar blokira metabolizem HAA ter prepreči njihovo kancerogeno delovanje 
(Friedman in sod., 2009). Znano je tudi, da karvakrol inhibira rast bakterije E. coli, zato se 
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ob dodatku karvakrola v mesne pripravke le-te lahko obdela do nižjih temperatur in 
posledično zmanjša tvorbo HAA (Meurillon in Engel, 2016). 
 
2.2.2.4 Katehini 
Cheng in sod. (2009) poročajo, da epigalokatehin galat zmanjša tvorbo PhIP. Njegovo 
delovanje temelji na odstranjevanju fenilacetaldehida, ključnega intermediata pri nastanku 
PhIP. S poskusi v modelnem sistemu so pokazali, da prisotnost epigalokatehin galata v eni 
četrtini molarne koncentracije fenilalanina, prekurzorja PhIP, zmanjša nastanek 
fenilacetaldehida za kar 90 %. 
 
2.2.2.5 Žveplove spojine  
Tudi česen in čebula, bogata z derivati žveplovih spojin, kot so alicin, dialil disulfid in 
ostali tiosulfinati, zmanjšata tvorbo HAA (Shin in sod., 2002). 
 
2.2.3 Vpliv vrste začimbe in njene koncentracije na tvorbo HAA 
Številne študije potrjujejo, da dodatek zelišč in začimb zmanjša tvorbo HAA, vendar se je 
potrebno zavedati, da ti učinki temeljijo na dodatku določenih vrst ekstraktov in določenih 
pogojih toplotne obdelave. V govejem mesu z 0,5 % dodatkom origana so po 30-minutni 
toplotni obdelavi v sončničnem olju v zaprti posodi pri temperaturi 200 °C določili večjo 
vsebnost PhIP kot v kontrolnem vzorcu. V govejem mesu z 0,5 % dodatkom origana po 
20-minutni toplotni obdelavi v dietilenglikolu v odprti posodi pri temperaturi 200 °C pa je 
bila vsebnost PhIP manjša kot v kontrolnem vzorcu (Damašius in sod., 2011). 
 
Raziskava sedmih različnih ekstraktov začimb je pokazala, da je bila pri toplotni obdelavi 
govejega mesa v dietilenglikolu z dodatkom ekstrakta origana pri koncentracijah 0,5 % in 
0,2 %, vsebnost nastalega PhIP najmanjša, in sicer 0,38 ng/g in 0,42 ng/g. Pri enakih 
pogojih toplotne obdelave z dodatkom ekstrakta bazilike pa je nastalo največ PhIP, 
1,29 ng/g in 1,88 ng/g. 0,5 % dodatek ekstrakta bazilike je za trikrat povečal vsebnost PhIP 
v primerjavi s kontrolnim vzorcem. Pomemben vpliv poleg vrste ima tudi koncentracija 
dodanega ekstrakta. Origano se je izkazal kot najučinkovitejši zaviralec nastanka PhIP, 
vendar pa se z naraščanjem koncentracije njegov vpliv zmanjšuje, saj se je 0,2 % ekstrakt 
izkazal za učinkovitejšega v primerjavi z 0,5 % (Damašius in sod., 2011). 
 
Toplotna obdelava mesa v sončničnem olju (v zaprtih posodah) je vplivala na večjo 
vsebnost PhIP (promocija), tako pri dodatku 0,5 % ekstrakta origana kot bazilike, kot v 
etilenglikolu v zaprih posodah (inhibicija). Nekoliko sta se v primeru dodatka ekstrakta 
bazilike zmanjšali vsebnosti Trp-P-1 in Trp-P-2 ter ob dodatku ekstrakta origana vsebnost 
Trp-P-2. Splošno gledano se je pri toplotni obdelavi na sončničnem olju pri zaprtih pogojih 
tvorilo veliko več HAA kot pri odprtih pogojih, uporabljene začimbe pa so v večini 
primerov delovale pro-oksidativno (Damašius in sod., 2011).  
 
2.2.4 Vpliv strukture fenolnih spojin na tvorbo HAA 
Salazar in sod. (2014) niso potrdili korelacije med sposobnostjo polifenolnih spojin kot 
lovilcev radikalov ter zmanjšano tvorbo PhIP, torej mora obstajati drug mehanizem, 
vključen v kompleksno reakcijo inhibicije PhIP. Z analizo različnih polifenolov so 
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ugotovili, da so tisti z dvema hidroksilnima skupinama na meta poziciji, kamor spadajo 
resorcinol in resveratrol, najbolj učinkoviti. Prisotnost alkilne ali karboksilne skupine v 
aromatskem obroču značilno zmanjša inhibitorno sposobnost spojine, kot posledica 
elektronskega efekta. Prisotnost hidroksilnih in amino skupin ter orto in para dihidroksi 
derivatov v obroču je le v manjšem obsegu zmanjšala tvorbo PhIP. Rezultati dokazujejo, 
da je na osnovi strukture fenolnih spojin možno sklepati, ali bo fenolni derivat sposoben 
inhibirati nastanek PhIP. 
 
2.2.5 Brin  
Mnoge začimbe in zelišča, uporabljena z namenom razvoja arome pripravljenih jedi, so 
odličen vir fenolnih komponent. Zanje je dokazana dobra antioksidativna aktivnost in tako 
delujejo kot naravni konzervansi v hrani. Mednje spada tudi brin (Hinneburg in sod., 
2006). 
 
Zgodovinski podatki poročajo o uporabi brina pri zdravljenju revmatoidnega artritisa, 
dispepsije, izločanju vode, blaženju menstrualnih bolečin, gripe, bronhitisa, diabetesa, 
mišičnih bolečin in vnetij, bolezni urinalnega trakta in drugo. Uporaba stožčastih jagod je 
razširjena za popestritev arome tako v kulinariki kot tudi v špiritarstvu (Laekeman, 2009).  
 
Juniperus L. (Cupressaceae) je drugi najštevilčnejši rod iglavcev s 67 vrstami in 34 
sortami. Rod je razdeljen na tri sekcije: 
 Juniperus (10 vrst), 
 Caryoedrus (1 vrsta) in  
 Sabina (Miller) Spach (56) vrst. 
 
Juniperus communis L. je zimzelena dvodomna grmovnica oziroma drevo z mesnatimi 
storžki, ki spominjajo na jagode in dozorijo šele na koncu drugega ali tretjega leta (Cabral 
in sod., 2012). J. communis je razdeljen na štiri podvrste, communis ssp., hemisphaerica 
ssp., alpina ssp. in nana ssp. (Laekeman, 2009). 
 
Eterično olje brinovih iglic J. communis, podvrsta alpina, v 78,4 % sestavljajo monoterpeni 
ogljikovodiki, pri čemer so glavne spojine sabinen (26,2 %), α-pinen (12,9 %) in limonen 
(10,4 %). Kisik vsebujoči monoterpeni predstavljajo drugo najpogostejšo skupino 
(15,6 %). Med seskviterpeni so bili detektirani le ogljikovodiki v koncentraciji 1,3 % 
(Cabral in sod., 2012). Vsebnost hlapnih komponent brinovega olja variira, odvisno od 
njegovega izvora, sezonskih nihanj, vrste prsti in klimatskih dejavnikov (Yesilbag in sod., 
2014). 
 
Hinneburg in sod. (2006) v raziskavi antioksidativne aktivnosti posameznih zelišč in 
začimb ugotavljajo, da ima brin med drugimi ekstrakti (bazilika, lovor, peteršilj, brin, 
janež, koromač, kumina, kardamom in ingver) najmanjšo vsebnost skupnih fenolov. Kljub 
temu se je v redukciji Fe(III), ki je indikator aktivnosti donacije elektronov in s tem 
pomemben pokazatelj fenolne antioksidativne sposobnosti, izkazal kot tretji najboljši. 
Bazilika, lovor in brin so imeli statistično značilne večje vrednosti ekvivalenta askorbinske 
kisline, s katerim je izražena sposobnost redukcije Fe(III) do Fe(II), v primerjavi z ostalimi 
ekstrakti. 
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Dodatek brinovega olja k prehrani prepelic, v koncentraciji 100 in 150 mg/kg dnevno, je v 
42-dnevnem eksperimentu pokazal pozitiven učinek na parametre, kot so povečanje žive 
teže, prirast telesne mase in donos klavnega mesa. Test na oksidativni kvar z uporabo 
tiobarbiturne kisline (TBK) v stegenski mišici je potrdil antioksidativni učinek brina na 
preprečevanje oksidacije lipidov med skladiščenjem mesa (Yesilbag in sod., 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
Izvedba eksperimentalnega dela je potekala v več fazah, v okviru katerih smo v prvi fazi 
pripravili ekstrakt brinovih jagod in v njem določili vsebnost skupnih fenolnih spojin. 
Sledila je faza vezave pridobljenega ekstrakta na sol. V tretji fazi smo pripravili pleskavice 
iz zmletega govejega mesa in jim dodali različne količine soli oziroma predhodno 
pripravljenega brinovega ekstrakta vezanega na sol. Tako pripravljene goveje pleskavice 
smo nato toplotno obdelali na dvoploščnem žaru ter določili vsebnost posameznih in 
skupnih HAA. V četrti fazi smo na presnem mesu določili osnovno kemijsko sestavo z 
NIR. Hkrati smo določili tudi vsebnost vode po klasični metodi s sušenjem, vsebnost 
skupnih mineralnih snovi z direktnim sežigom vzorca ter vsebnost kreatina in kreatinina. 
Shema poteka eksperimentalnega dela je prikazana na sliki 3.  
 
 FAZA SUROVINA METODA OBDELAVA ANALIZA 
FAZA 1: priprava 
ekstrakta 
FAZA 2: vezava 
ekstrakta na sol 
FAZA 3: priprava 
pleskavic 
BRINOVE 
JAGODE
E 
ekstrakcija ekstrakt 
-skupne fenolne    
spojine (Folin-
Ciocalteau) 
- 
vezava na 
nosilec- NaCl 
GOVEJE 
MESO 
priprava govejih 
pleskavic z 
dodatkom soli oz. 
na sol vezanega 
ekstrakta 
FAZA 4: analize 
osnovne kemijske 
sestave 
SUROVO 
GOVEJE 
MESO 
-NIR 
-vsebnost vode 
-vsebnost 
mineralnih snovi 
-kreatin/kreatinin 
 
toplotna 
obdelava 
(dvoploščni 
žar, 4,5 
min, 240 °C 
-senzorična 
analiza 
-HAA (LC-
MS) 
 
Slika 3: Shematski prikaz izvedbe eksperimentalnega dela v laboratoriju po posameznih fazah 
 
3.1 MATERIAL ZA RAZISKAVO 
3.1.1 Faza 1: Priprava brinovega ekstrakta 
V čašo smo odtehtali 6 g predhodno zmletih brinovih jagod (Maestro, Žito d.d.), dodali 
200 ml prehrambnega etanola (Itrij d.o.o., 3002.910) ter vsebino mešali 2 uri. Nato smo 
vsebino prelili v centrifugirke (Falcon), sledilo je centrifugiranje pri 1700 obratih/minuto, 
6 minut (Eppendorf, Centriguge 5810). Supernatant smo dvakrat prefiltrirali, pri čemer 
smo prvič uporabili filtrirni papir Sartorious stedim 388, nato pa Sartorious stedim 391. 
Prefiltrirano vsebino smo prelili v 200 ml bučko in dopolnili s 70 % prehrambnim 
etanolom (Itrij d.o.o., 3002.910) do oznake. Tako pripravljen ekstrakt smo shranili v 
hladilniku pri temperaturi 4 ± 1 °C.  
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3.1.2 Faza 2: Vezava ekstrakta brinovih jagod na nosilec - sol 
V drugi fazi smo pripravljen brinov ekstrakt vezali na nosilec NaCl. V 10 ml ekstrakta smo 
dodali 10 g NaCl. Sledilo je sušenje v sušilniku pri 60 °C, na sol vezan ekstrakt smo nato 
hranili v zaprtih plastičnih lončkih. 
 
3.1.3 Faza 3: Priprava in peka govejih pleskavic 
V tretji fazi smo iz goveje stegenske mišice, ki smo jo predhodno zmleli na volku skozi 
luknjačo 8 mm, oblikovali pleskavice. Pripravo in toplotno obdelavo smo izvedli v 
paralelkah, cel poskus pa ponovili petkrat. K 100 g zmletega mesa smo dodali različne 
koncentracije kuhinjske soli oziroma brinovega ekstrakta, vezanega na sol (preglednica 3), 
ter maso dobro premešali.  
 
Preglednica 3: Prikaz priprave vzorcev glede na dodatek soli oziroma ekstrakta ter oznake skupin 
Dodatek soli oziroma ekstrakta vezanega na sol/100 g mesa Oznaka skupine 
negativna kontrola (brez NaCl) 0/0 
kontrola NaCl (1,25g) 1,25/0 
kontrola NaCl (1,3 g) 1,30/0 
kontrola NaCl (1,6 g) 1,60/0 
0,75 g NaCl + 0,5 g ekstrakta 0,75/0,5 
0,65 g NaCl + 0,65 g ekstrakta 0,65/0,65 
0,8 g NaCl + 0,8 g ekstrakta 0,80/0,80 
0,25 g NaCl + 1 g ekstrakta 0,25/1,00 
1,25 g ekstrakta 0/1,25 
1,3 g ekstrakta 0/1,30 
1,6 g ekstrakta 0/1,60 
 
Pripravljeno maso smo čez noč hranili v hladilniku, nato je sledilo oblikovanje 80-
gramskih pleskavic. Pleskavice smo toplotno obdelali na dvoploščnem žaru pri 240 °C 4,5 
min (da smo dosegli središčno temperaturo 70 °C).  
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3.2 METODE 
3.2.1 Karakterizacija brinovega ekstrakta  
3.2.1.1 Določanje skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu (FC) 
Folin-Ciocalteu (FC) je reagent, ki vsebuje volfram in molibdat, in ga uporabljamo pri 
spektrofotometrični določitvi skupnih fenolnih spojin. Z oksidacijo fenolnih spojin v 
alkalnem mediju prihaja do nastanka modro obarvanega produkta, kateremu izmerimo 
absorbanco pri valovni dolžini 752 nm. 
 
Izvedba: 
V epruveto s teflonskim pokrovčkom na navoj (Assistent, 976) smo odpipetirali 100 μl v 
etanolu predhodno razredčenega brinovega ekstrakta. Sledil je dodatek 100 μl 70 % etanola 
(Merck, 1.00971), nato 1200 μl bidestilirane vode in 100 μl reagenta FC (Folin- Ciocalteus 
phenol reagent; Merck, 1.09001). Vsebino epruvete smo premešali na vrtinčnem mešalu 
(MS2, Minishaker IKA, ZDA). Po petih minutah smo v epruveto dodali 500 μl Na2CO2 
(Merck 1.06392) in dobro premešali. Po 60 minutah smo vzorec prelili v kiveto in izmerili 
absorbanco na spektrofotometru pri valovni dolžini 752 nm (CECIL CE 2021, 200 series). 
Z umeritveno krivuljo smo na osnovi izmerjene absorbance vzorca določili koncentracijo 
skupnih fenolnih spojin, izraženo v mg galne kisline na liter ekstrakta. 
 
Izračun: 
k
RA
(mg/L)cekstrakt

          … (1) 
 
cekstrakt (mg/l) = koncentracija galne kisline v mg na liter ekstrakta 
A = absorbanca vzorca pri valovni dolžini 752 nm 
k = naklon umeritvene krivulje 
 
Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin po metodi FC 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili galno kislino (Sigma-Aldrich, 398225), ki 
se uporablja kot standardna raztopina za določanje skupnih fenolnih spojin. Sprva smo 
pripravili izhodiščno koncentracijo standardne raztopine galne kisline (1 mg/ml) in sicer 
tako, da smo v 10 ml bučko odtehtali 10 mg galne kisline in do oznake dopolnili s 70 % 
etanolom. Standardno raztopino smo v nadaljevanju redčili ter za pridobitev umeritvene 
krivulje z razredčitvami postopali enako kot pri vzorcih. 
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Slika 4: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin 
 
3.2.2 Določanje vsebnosti heterocikličnih aromatskih aminov (HAA) 
Metoda določanja heterocikličnih aromatskih aminov temelji na njihovi ekstrakciji iz 
homogeniziranega vzorca in kasnejši določitvi na LC-MS. Za določanje vsebnosti HAA 
smo uporabili modificirano metodo, ki jo opisujejo Messner in Murkovic (2004) ter 
Sentellas in sod. (2004). Pridobljene kromatograme smo obdelali z računalniškim 
programom MassLynxTM V4.1 (MassLynxTM, 2004). 
 
Izvedba:  
V 100 ml čaše smo odtehtali 3 g vzorca in mu dodali 100 μl internega standarda TriMeIQ 
(20 μl/100 ml MeOH) v metanolu ter 12 ml 1M NaOH. Čaše, pokrite s parafilmom, smo 
čez noč mešali na elektromagnetnem mešalu (Variomac Electronicrüher MULTIPOINT 
HP1S, Nemčija). Po končanem mešanju smo vsebini v čaši dodali 12 g diatomejske zemlje 
(Extrelux NT, Merck, 1.15092.1000) in dobro premešali. Sledila je ekstrakcija s 70 ml 
etilacetata (Sigma-Aldrich, 34858-252) skozi filter papir (Sartorious stedim 981). Eluat 
smo zbirali v erlenmajericah s steklenim zamaškom. 
 
Sledila je ekstrakcija s trdno fazo (SPE). Kolono (Oasis MCX, 60 mg) smo kondicionirali z 
2 ml MeOH. Nato smo nanesli 2 ml etilacetata in eluat zavrgli. Sledil je nanos vzorca (cca. 
50 ml) ter spiranje kolone z 2 ml 0,1 M HCl in 2 ml MeOH. Kolono smo osušili pod 
vakuumom, nato pa nanesli 2 ml mobilne faze MeOH:NH3 (19:1) ter eluat zbrali v steklene 
epruvete. V naslednji fazi smo na vakuumski centrifugi odparili topilo, suh preostanek pa 
raztopili v 200 l MeOH. Vsebino epruvet smo dobro premešali na vorteksu in s kapalko 
prenesli v HPLC viale. Sledila je analiza na LC-MS. 
 
Sestava sistema Agilent, 1100: 
 vakuumski razplinjevalnik: G1379A 
 binarna črpalka: G1312A 
 avtomatski vzorčevalnik: G1330B 
 termostat kolone: G1316A 
 DAD detektor: G1315B 
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Kromatografski pogoji: 
 način kromatografije: reverzna osmoza (RV), 
 kromatografska kolona Kinetex C18 (2,6 μm × 2,1 × 100 mm) Phenomenex, 
Torrance, ZDA, 00F-4439-B0, 
 mobilna faza A: 30 mM amonijev formiat (HCOOHNH4; Fluka, 09739; pH 3,2), 
 mobilna faza B: acetonitril (AcN; Merck, 1.00030), 
 volumen injiciranja: 1 μl, 
 temperatura vzorcev: 8 °C, 
 temperatura kolone: 30 °C. 
 
Preglednica 4: Kromatografski pogoji pri določanju HAA (gradienti mobilne faze) 
Čas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%) Pretok (ml/min) 
0,00 95 5 0,350 
14,00 40 60 0,350 
14,50 0 100 0,350 
17,00 0 100 0,350 
20,00 95 5 0,350 
26,00 95 5 0,350 
 
Preglednica 5: Določanje HAA temelji na HAA standardov 
HAA standard HAA 
H105000 Harman 
N700000 Norharman 
H785000 IQ 
A616900 IQx 
A606600 MeIQx 
A631000 4,8-DiMeIQx 
A869500 7,8-DiMeIQx 
A617000 PhIP 
A629002 AαC 
N493810 Glu-P-2 
 
Pogoji detekcije: 
Detekcijo HAA smo izvedli na masnem detektorju Micromass Quattro micro® API 
(Waters, ZDA) na osnovi elektro-razpršilne ionizacije (Electrospray Ionization – ESI), pri 
navedenih pogojih: 
 napetost kapilare: 3,5 kV v pozitivnem načinu ionizacije (ESI+), 
 napetost vhodne leče: 40 V, 
 ekstraktor: 2 V, 
 temperatura vhodne leče: 120 °C, 
 temperatura razpršilnega N2: 350 °C, 
 pretok N2 vhodne leče: 50 l/h, 
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 pretok razpršilnega N2: 350 l/h, 
 način detekcije: SIR način.   
 
Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR načinu pri pogojih, ki so navedeni v 
preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Prikaz pogojev detekcije na masnem spektrometru v SIR načinu 
HAA m/z (ESI+) Cona (V) 
IQ 199,20 40 
IQx 200,20 40 
MeIQx 214,20 40 
4,8-DiMeIQx 228,20 40 
7,8-DiMeIQx 228,20 40 
Glu-P-2 185,20 40 
AαC 184,20 40 
harman 183,28 40 
norharman 169,26 40 
PhIP 225,20 40 
 
Rezultati so bili obdelani s funkcijo Quantify v računalniškem programu MassLynxTM 
V4.1 (MassLynxTM, 2004). 
 
3.2.3 Določanje osnovne kemijske sestave 
3.2.3.1 Instrumentalno merjenje osnovne kemijske sestave z aparatom NIR 
NIR je metoda, ki temelji na uporabi infrardeče svetlobe. Okrogle steklene pladnje smo 
napolnili s homogeniziranim vzorcem govejega mesa ter površino dobro zgladili. Z 
aparatom FoodScanTM Meat Analyser (Foss, Danska), ki je posebej prilagojen za meso in 
mesne izdelke, smo opravili meritev vsebnosti beljakovin, maščob, vode, soli in kolagena. 
 
3.2.3.2 Določanje vsebnosti vode 
Vsebnost vode smo določali z metodo AOAC Official Method 950.46 (1996), ki temelji na 
sušenju homogeniziranega vzorca, zmešanega s kremenčevim peskom, pri 105 °C do 
konstantne mase.  
 
3.2.3.3 Določanje vsebnosti skupnih mineralnih snovi 
Vsebnost skupnih mineralnih snovi smo določali po metodi AOAC Official Method 
920.153 (1996), ki temelji na direktnem suhem sežigu vzorca, katerega rezultat je 
anorganski ostanek živila. 
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3.2.4 Določanje vsebnosti kreatina in kreatinina 
Metoda temelji na predhodnem segrevanju vzorca in kasnejši analizi s tekočinsko 
kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo (LC-MS). Metoda je natančneje 
opisana v disertaciji Penko (2015). 
 
Izvedba poskusa: 
V 50 ml centrifugirke (Falcon) smo odtehtali 3 g predhodno homogeniziranega vzorca 
govejega mesa ter mu dodali 30 ml destilirane vode. Vsebino centrifugirk smo 
homogenizirali z Ultra-turaxom pri 1100 obratov/minuto. Sledilo je 10-minutno segrevanje 
vzorca v vodni kopeli pri 70 °C. Vzorce smo ohladili in jih dobro premešali na vorteksu 
(Minishaker, IKA). V nadaljevanju smo vzorce prefiltrirali skozi filter papir Sartorious 
388, nato pa še skozi celulozni filter 0,20 μm (Minisart RC 15) v HPLC viale. Vzorce smo 
analizirali s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo (LC- 
MS) in ponovno uporabili sistem Agilent Technology 1100. 
 
Kromatografski pogoji: 
 način kromatografije: HILIC, 
 kromatografska kolona: XbridgeTM HILIC 5 μm × 2,0 × 100 mm (Waters), 
 mobilna faza A: 100 mM amonijev formiat v H2O, 
 mobilna faza B: acetonitril (AcN), 
 volumen injiciranja: 10 μl,  
 temperatura vzorcev: 4 °C,  
 temperatura kolone: 30 °C. 
 
Preglednica 7: Kromatografski pogoji (gradienti mobilne faze) pri določanju kreatina in kreatinina 
Čas (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%) Pretok (ml/min) 
0,00 10 90 0,200 
25,00 90 10 0,200 
25,10 10 90 0,200 
33,00 10 90 0,200 
 
Za detekcijo kreatina in kreatinina smo uporabili masni detektor Micromass Quattro Micro 
(Waters, Milford, MA, ZDA) z elektrorazpršilno ionizacijo (Electrospray Ionization- ESI), 
pri sledečih pogojih: 
 napetost kapilare 3,5 kV v pozitivnem načinu ionizacije (ESI+) 
 napetost vhodne leče: 0,3 V, 
 temperatura izvora: 120 °C, 
 temperatura razpršilnega N2: 350 °C, 
 pretok N2 vhodne leče: 50 l/h, 
 pretok razpršilnega N2: 400 l/h 
 
Detekcija na masnem spektrometru je potekala v SIR načinu. Preglednica 8 predstavlja 
pogoje detekcije pri določanju kreatina in kreatinina. 
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Preglednica 8: Pogoji detekcije pri določanju vsebnosti kreatina in kreatinina 
Parameter m/z (ESI+) Cona (V) Rt (min) 
kreatin 132,2 43 12,44 
kreatinin 114,3 43 6,95 
 
Podatke smo obdelali s programom Quantify V Mass LynxTM V4.1. 
 
Priprava umeritvene krivulje za kreatin in kreatinin: 
Za pripravo umeritvene krivulje smo v 50 ml bučko odtehtali 25 mg standarda kreatina oz. 
kreatinina (Sigma, C0780) in z destilirano vodo dopolnili do oznake. Pripravili smo 
ustrezne razredčitve standardne raztopine kot je prikazano v preglednici 7.  
 
Preglednica 9: Priprava posameznih razredčitev standardne raztopine kreatina/kreatinina za pripravo 
umeritve krivulje  
Kreatin Kreatinin 
Oznaka SS kreatin (μl) dH2O (μl) Oznaka SS kreatinin (μl) dH2O (μl) 
K001 20 980 Kr001 20 980 
K002 30 970 Kr002 30 970 
K003 40 960 Kr003 40 960 
K004 50 950 Kr004 50 950 
K005 60 940 Kr005 60 940 
 
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja za določanje kreatina v govejem mesu 
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Slika 6: Umeritvena krivulja za določanje kreatinina v govejem mesu 
 
3.2.5 Senzorična analiza – vrednotenje slanosti in arome po brinu  
Panel, sestavljen iz štirih šolanih preskuševalcev – ekspertov, je v senzoričnem laboratoriju 
ocenil senzorične lastnosti šifriranih vzorcev govejih pleskavic. Komisija je imela za svoje 
delo definirane, natančno predpisane, kontrolirane in ponovljive pogoje delovanja. To 
zajema: ureditev prostora, vzorce, pribor in organizacijo ocenjevanja (Golob in sod., 2006). 
Za nevtralizacijo okusa je panel uporabljal sredico belega kruha in vodo. 
 
Z lestvico JAR (ang. »just about right«, slo. »ravno prav«) lahko ocenjujemo določene 
senzorične lastnosti živil in določimo optimalno velikost (stopnjo) senzorične lastnosti 
ocenjevanega izdelka (Golob in sod., 2006). Uporabili smo dvopolno 7-točkovno lestvico 
JAR s središčno oznako »ravno prav«. Pri tem 0 točk pomeni optimalno (ravno prav) 
slanost in aromo po brinu, ocena 1 ali več pomeni večjo izraženost lastnosti in obratno, 
ocena -1 in manj pomeni premalo izraženo lastnost.   
 
zelo premalo 
izraženo 
 
premalo 
izraženo 
rahlo premalo 
izraženo 
 
ravno prav 
 
rahlo preveč 
izraženo 
 
preveč izraženo zelo preveč 
izraženo 
-3 -2 -1 0 1 2 3 
Slika 7: Obrazec za senzorično vrednotenje slanosti in arome po brinu 
 
3.2.6 Statistična analiza podatkov 
Pridobljene podatke smo uredili in pripravili s programom Microsoft Excel XP. Osnovne 
statistične parametre smo izračunali s programom MEANS, s postopkom UNIVARIATE 
pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve (SAS Software, 1999). Analizo 
podatkov smo izvedli s pomočjo programske opreme Statistical Analysis System (SAS) 
software, version 8.1 (SAS Institute, Cary, NC, ZDA). Model 1 za analizo vsebnosti 
posameznih in skupnih HAA v toplotno obdelanih govejih pleskavicah je vključeval fiksen 
vpliv različnega dodatka soli in brinovega ekstrakta (S). Ponovitev poskusa (5) je bila iz 
statstičnega modela izključena zaradi neznačilnega vpliva. Pričakovane srednje vrednosti 
za eksperimentalne skupine so bile izračunane s testom LSM in primerjane pri 5 % 
tveganju (SAS Software, 1999). 
Jurhar A. Učinek ... brinovega ekstrakta na tvorbo heterocikličnih aromatskih aminov v … pleskavicah. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
30 
4 REZULTATI 
4.1 KEMIJSKA SESTAVA GOVEJIH PLESKAVIC 
4.1.1 Vsebnost vode in skupnih mineralnih snovi v govejem mesu  
Preglednica 10 prikazuje rezultate analize vsebnosti vode in skupnih mineralnih snovi 
(AOAC, 1996) v govejem mesu. 100 g govejega stegna v povprečju vsebuje 75,67 g vode 
in 1,11 g skupnih mineralnih snovi. 
 
Preglednica 10: Rezultati analize vsebnosti vode in skupnih mineralnih snovi v govejem mesu in izračunani 
osnovni statistični parametri 
  Vrednost      
Parameter (g/100 g) n povprečna najmanjša največja so KV(%) 
voda 8 75,67 74,26 78,08 1,19 1,41 
skupne mineralne snovi 8 1,11 0,96 1,19 0,07 0,01 
n – število vzorcev, so – standardni odklon, KV – koeficient variabilnosti 
 
4.1.2 Osnovna kemijska sestava govejega mesa 
Preglednica 11 podaja rezultate osnovne kemijske sestave govejega mesa, ki smo jo 
določili z metodo, ki temelji na uporabi bližnje infrardeče svetlobe (NIR). 100 g govejega 
stegna v povprečju vsebuje 73,9 g vode, 22,2 g beljakovin, 1,98 g maščob in 1,4 g soli.  
 
Preglednica 11: Rezultati analize osnovne kemijske sestave govejega mesa in izračunani osnovni statistični 
parametri 
  Vrednost      
Parameter (g/100 g) n povprečna najmanjša največja so KV(%) 
voda 3 73,85 72,66 74,87 1,11 1,24 
beljakovine 3 22,23 22,08 22,45 0,19 0,04 
maščobe 3 1,98 1,72 2,32 0,31 0,10 
sol 3 1,44 0,96 1,83 0,44 0,19 
n – število vzorcev, so – standardni odklon, KV – koeficient variabilnosti 
 
4.2 IZGUBA MASE MED TOPLOTNO OBDELAVO PLESKAVIC 
Iz slike 8, ki prikazuje izgubo mase (%) med toplotno obdelavo govejih pleskavic, lahko 
razberemo, da dodatek soli ali brinovega ekstrakta do 1,3 % zmanjša izgubo mase v 
primerjavi s kontrolo brez dodane soli, dodatek 1,6 % pa nekoliko poveča izgubo mase v 
pleskavicah med toplotno obdelavo na dvoploščnem žaru. Kombinacije dodane soli in 
ekstrakta različno vplivajo na izgube mase, od najmanjše (0,75/0,50 in 0,25/1,00) do 
največje (0,80/0,80). 
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Legenda: 0/0 – negativna kontrola (brez NaCl), 1,25/0 – kontrola NaCl (1,25g), 1,30/0 – kontrola NaCl (1,3 g), 1,60/0 – 
kontrola NaCl (1,6 g), 0,75/0,50 – 0,75 g NaCl + 0,50 g ekstrakta, 0,65/0,65 – 0,65 g NaCl + 0,65 g ekstrakta, 0,25/1,00 – 
0,25 g NaCl + 1 g ekstrakta, 0,80/0,80 – 0,8 g NaCl + 0,8 g ekstrakta, 0/1,25 – 1,25 g ekstrakta, 0/1,30 – 1,3 g ekstrakta, 
0/1,60 – 1,6 g ekstrakta. 
Slika 8: Izguba mase med toplotno obdelavo govejih pleskavic, izražena v % 
 
4.3 DOLOČANJE VSEBNOSTI KREATINA IN KREATININA 
Goveje meso, uporabljeno v različnih ponovitvah poskusa, je v povprečju vsebovalo 0,408 
mmol kreatina/100 g in 0,036 mmol kreatinina/100g. 
 
4.4 DOLOČANJE SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v etanolnem ekstraktu brinovih jagod je znašala 423,2 
mg/l izraženo kot koncentracija galne kisline v mg na liter ekstrakta oziroma preračunano 
v ekstraktu vezanem na sol 423,2 μg/g. 
 
4.5 DOLOČANJE HETEROCIKLIČNIH AROMATSKIH AMINOV 
Preglednica 12: Viri variabilnosti in njihove značilnosti za vsebnosti posameznih in skupnih HAA, določenih 
v toplotno obdelanih govejih pleskavicah, izdelanih z različnimi dodatki soli in ekstrakta brinovih jagod, 
vezanega na sol, z izračunanimi osnovnimi statističnimi parametri  
 Viri variabilnosti (p vrednost)  Vrednost (μg/kg)  
HAA skupina ponovitev N povprečna najmanjša največja KV (%) 
MeIQx ≤ 0,001 0,900 100 0,54 0,00 2,31 97 
PhIP ≤ 0,001 0,418 102 1,96 0,46 10,92 103 
harman ≤ 0,001 0,042 102 0,32 0,00 0,98 71 
norharman ≤ 0,001 0,502 102 0,20 0,01 0,89 94 
4,8-DiMeIQx ≤ 0,001 0,824 102 0,92 0,18 5,91 94 
7,8-DiMeIQx 0,019 0,536 95 0,20 0,02 1,12 79 
Glu-P-2 ≤ 0,001 0,913 102 1,74 0,46 5,07 51 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 12: Viri variabilnosti in njihove značilnosti za vsebnosti posameznih in skupnih 
HAA, določenih v toplotno obdelanih govejih pleskavicah, izdelanih z različnimi dodatki soli in ekstrakta 
brinovih jagod, vezanega na sol, z izračunanimi osnovnimi statističnimi parametri 
 
Viri variabilnosti (p vrednost) Vrednost (μg/kg) 
HAA skupina ponovitev N povprečna najmanjša največja KV (%) 
IQ 0,068 0,340 102 0,10 0,00 0,40 95 
IQx ≤ 0,001 0,702 102 0,78 0,00 3,29 86 
AαC ≤ 0,001 0,222 96 0,19 0,00 0,70 83 
Vsota HAA ≤ 0,001 0,571 102 6,92 2,80 25,49 65 
 n – število obravnavanj v poskusu; KV (%) – koeficient variabilnosti. 
 
Rezultati določanja vsebnosti HAA v govejih pleskavicah, katerim je bila dodana sol 
oziroma na sol vezan brinov ekstrakt, so prikazani v preglednici 12. Iz podatkov je 
razvidno, da vsebnost skupnih HAA zelo variira, od 2,80 do 25,49 μg/kg, s koeficientom 
variabilnosti 65 %. Povprečne vsebnosti posameznih HAA se gibajo v območju od 
0,10 μg/kg za IQ, do 1,96 μg/kg za PhIP. Povprečna vsebnost skupnih HAA je 6,92 μg/kg. 
 
Preglednica 13: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost MeIQx (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
MeIQx    Razlike med skupinami (μg/kg) 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,35 0,12 0,00          
1,25/0 0,17 0,14 0,19 0,00         
1,30/0 0,79 0,14 -0,44 -0,63 0,00        
1,60/0 0,62 0,20 -0,27 -0,45 0,17 0,00       
0,75/0,50 0,12 0,14 0,23 0,04 0,67 0,50 0,00      
0,65/0,65 1,04 0,14 -0,69 -0,88 -0,25 -0,42 -0,92 0,00     
0,25/1,00 0,18 0,14 0,18 -0,01 0,62 0,44 -0,06 0,87 0,00    
0,80/0,80 0,46 0,20 -0,11 -0,30 0,33 0,15 -0,34 0,58 -0,29 0,00   
0/1,25 0,34 0,14 0,01 -0,18 0,45 0,27 -0,22 0,70 -0,17 0,12 0,00  
0/1,30 1,24 0,14 -0,89 -1,08 -0,45 -0,62 -1,12 -0,20 -1,07 -0,78 -0,90 0,00 
0/1,60 0,29 0,20 0,06 -0,12 0,50 0,33 -0,17 0,75 -0,11 0,18 0,05 0,95 
Legenda: 0/0 – negativna kontrola (brez NaCl), 1,25/0 – kontrola NaCl (1,25 g), 1,30/0 – kontrola NaCl (1,3 g), 1,60/0 – 
kontrola NaCl (1,6 g), 0,75/0,50 – 0,75 g NaCl + 0,50 g ekstrakta, 0,65/0,65 – 0,65 g NaCl + 0,65 g ekstrakta, 0,25/1,00 – 
0,25 g NaCl + 1 g ekstrakta, 0,80/0,80 – 0,8 g NaCl + 0,8 g ekstrakta, 0/1,25 – 1,25 g ekstrakta, 0/1,30 – 1,3 g ekstrakta, 
0/1,60 – 1,6 g ekstrakta; LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 
0,05) razlike so rumeno označene 
 
Preglednica 13 prikazuje vpliv različne koncentracije dodatka soli in ekstrakta brinovih 
jagod, vezanega na sol, na vsebnost MeIQx v toplotno obdelanih pleskavicah. Iz dobljenih 
podatkov lahko razberemo, da je bila najmanjša povprečna vsebnost MeIQx določena v 
skupini 0,75/0,50, največja pa v skupini 0/1,30. Glede na kontrolno skupino (0/0), kjer se 
je tvorilo 0,35 μg/kg MeIQx, pa se je njegova povprečna vsebnost značilno povečala v treh 
skupinah, in sicer v skupini 1,30/0 (0,79 μg/kg), 0,65/0,65 (1,04 μg/kg) in skupini 0/1,30 
(1,24 μg/kg). 
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Preglednica 14: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost PhIP (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
PhIP    Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 1,02 0,53 0,00          
1,25/0 1,49 0,59 -0,47 0,00         
1,30/0 2,66 0,59 -1,64 -1,17 0,00        
1,60/0 1,40 0,87 -0,38 0,09 1,26 0,00       
0,75/0,50 0,75 0,61 0,26 0,74 1,90 0,65 0,00      
0,65/0,65 3,60 0,61 -2,58 -2,11 -0,94 -2,20 -2,84 0,00     
0,25/1,00 0,63 0,59 0,39 0,86 2,03 0,77 0,12 2,97 0,00    
0,80/0,80 1,36 0,87 -0,34 0,13 1,30 0,04 -0,61 2,23 -0,73 0,00   
0/1,25 1,40 0,61 -0,38 0,09 1,25 0,00 -0,65 2,19 -0,77 -0,04 0,00  
0/1,30 4,79 0,59 -3,77 -3,30 -2,13 -3,39 -4,04 -1,19 -4,16 -3,43 -3,39 0,00 
0/1,60 0,86 0,87 0,16 0,63 1,80 0,54 -0,11 2,74 -0,23 0,50 0,54 3,93 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene; z rdečo so označeni kombinacije, ki zavirajo nastanek PhIP, vendar so razlike 
do kontrole neznačilne (p > 0,05).  
 
Na osnovi rezultatov v preglednici 14 opažamo, da je nastanek PhIP največji v skupinah 
1,30/0, 0,65/0,65 in 0/1,30, vrednosti so glede na kontrolno skupino (0/0) statistično 
značilne. Tvorba PhIP v omenjenih skupinah je v povprečju 2-3-krat večja v primerjavi z 
ostalimi skupinami. Najmanjšo vsebnost PhIP smo določili v skupini 0,25/1,00, ki pa se ni 
značilno razlikovala od vsebnosti v kontrolni skupini. 
 
Preglednica 15: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod (skupine) na vsebnost harmana 
(μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
Harman     Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,19 0,07 0,00          
1,25/0 0,43 0,07 -0,23 0,00         
1,30/0 0,22 0,07 -0,02 0,21 0,00        
1,60/0 0,15 0,11 0,05 0,28 0,07 0,00       
0,75/0,50 0,38 0,08 -0,19 0,05 -0,16 -0,24 0,00      
0,65/0,65 0,28 0,08 -0,09 0,14 -0,06 -0,14 0,10 0,00     
0,25/1,00 0,42 0,07 -0,23 0,01 -0,20 -0,28 -0,04 -0,14 0,00    
0,80/0,80 0,10 0,11 0,09 0,33 0,12 0,05 0,28 0,18 0,32 0,00   
0/1,25 0,46 0,08 -0,27 -0,03 -0,24 -0,31 -0,08 -0,18 -0,04 -0,36 0,00  
0/1,30 0,24 0,07 -0,05 0,18 -0,02 -0,10 0,14 0,04 0,18 -0,14 0,22 0,00 
0/1,60 0,04 0,11 0,16 0,39 0,18 0,11 0,35 0,25 0,38 0,06 0,42 0,21 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
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Preglednica 15 prikazuje nastanek harmana med toplotno obdelavo pleskavic. Najmanjša 
povprečna vsebnost harmana je bila določena v skupini 0/1,60 (0,04 μg/kg), sledila je 
skupina 0,80/0,80 (0,10 μg/kg) in skupina 1,60/0 (0,15 μg/kg). Med omenjenimi skupinami 
in kontrolno skupino nismo opazili značilnih razlik. V primerjavi s kontrolno skupino (0/0) 
se je vsebnost harmana značilno povečala v skupinah 1,25/0 (0,43 μg/kg), 0,25/1,00 
(0,42 μg/kg) in v 0/1,25 (0,46 μg/kg). 
 
Preglednica 16: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost norharmana (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
Norharman     Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,19 0,05 0,00          
1,25/0 0,12 0,06 0,07 0,00         
1,30/0 0,25 0,06 -0,06 -0,13 0,00        
1,60/0 0,07 0,09 0,12 0,05 0,18 0,00       
0,75/0,50 0,08 0,06 0,11 0,03 0,17 -0,01 0,00      
0,65/0,65 0,36 0,06 -0,17 -0,24 -0,11 -0,29 -0,28 0,00     
0,25/1,00 0,11 0,06 0,08 0,01 0,14 -0,04 -0,02 0,25 0,00    
0,80/0,80 0,08 0,09 0,11 0,03 0,17 -0,01 0,00 0,28 0,02 0,00   
0/1,25 0,09 0,06 0,10 0,03 0,16 -0,02 -0,01 0,27 0,02 -0,01 0,00  
0/1,30 0,31 0,06 -0,12 -0,20 -0,06 -0,24 -0,23 0,04 -0,21 -0,23 -0,23 0,00 
0/1,60 0,04 0,09 0,15 0,07 0,21 0,03 0,04 0,32 0,06 0,04 0,05 0,27 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
 
Povprečne vsebnosti norharmana, prikazane v preglednici 16, so primerljive z vrednostmi 
harmana. Največje povprečne vsebnosti norharmana se pojavijo v skupinah 1,30/0, 
0,65/0,65 in 0/1,30, vendar je povečanje vsebnosti norharmana, v primerjavi s kontrolno 
skupino, značilno samo za skupino 0,65/0,65 (vsebnost se iz 0,19 μg/kg poveča na 
0,36 μg/kg). Najmanj norharmana se je tvorilo v skupinah, kjer je bila vsebnost dodatka 
soli oziroma ekstrakta največja (1,60/0, 0,80/0,80 in 0/1,60), vendar neznačilno v 
primerjavi s kontrolno skupino. 
 
Preglednica 17: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost 4,8-DiMeIQx (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
4,8-DiMeIQx    Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,37 0,26 0,00          
1,25/0 1,90 0,29 -1,53 0,00         
1,30/0 0,66 0,29 -0,29 1,24 0,00        
1,60/0 0,33 0,42 0,05 1,57 0,34 0,00       
0,75/0,50 0,80 0,29 -0,43 1,10 -0,14 -0,48 0,00      
0,65/0,65 0,94 0,29 -0,56 0,96 -0,28 -0,61 -0,13 0,00     
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje preglednice 17: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol 
(skupine), na vsebnost 4,8-DiMeIQx (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
 
4,8-DiMeIQx    Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0,25/1,00 0,87 0,29 -0,50 1,03 -0,21 -0,54 -0,06 0,07 0,00    
0,80/0,80 0,27 0,42 0,10 1,63 0,39 0,05 0,53 0,66 0,59 0,00   
0/1,25 1,12 0,29 -0,75 0,77 -0,46 -0,80 -0,32 -0,19 -0,26 -0,85 0,00  
0/1,30 1,53 0,29 -1,16 0,37 -0,87 -1,21 -0,73 -0,60 -0,67 -1,26 -0,41 0,00 
0/1,60 0,33 0,42 0,04 1,56 0,33 -0,01 0,47 0,60 0,53 -0,06 0,79 1,20 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
 
Preglednica 17 prikazuje vpliv dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol, 
na vsebnost 4,8-DiMeIQx v toplotno obdelanih govejih pleskavicah. Povprečne vsebnosti 
4,8-DiMeIQx so večje v primerjavi s harmanom in norharmanom. Ponovno smo opazili, da 
se najmanj 4,8-DiMeIQx tvori v skupinah z največjo koncentracijo dodatka soli oziroma 
ekstrakta, in sicer v skupinah 1,60/0, 0,80/0,80 in 0/1,60, vendar v primerjavi s kontrolno 
skupino razlike niso značilne. V primerjavi s kontrolno skupino se je vsebnost 4,8-
DiMeIQx značilno povečala v skupinah 1,25/0 (iz 0,37 μg/kg na 1,90 μg/kg) in 0/1,30 (iz 
0,37 μg/kg na 1,53 μg/kg). 
 
Preglednica 18: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost 7,8-DiMeIQx (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
7,8-DiMeIQx Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,24 0,05 0,00          
1,25/0 0,23 0,06 0,01 0,00         
1,30/0 0,11 0,06 0,13 0,13 0,00        
1,60/0 0,19 0,08 0,05 0,05 -0,08 0,00       
0,75/0,50 0,16 0,06 0,08 0,07 -0,06 0,02 0,00      
0,65/0,65 0,36 0,06 -0,12 -0,13 -0,26 -0,18 -0,20 0,00     
0,25/1,00 0,14 0,06 0,10 0,10 -0,03 0,05 0,03 0,23 0,00    
0,80/0,80 0,11 0,08 0,13 0,12 0,00 0,07 0,05 0,25 0,02 0,00   
0/1,25 0,15 0,06 0,09 0,08 -0,05 0,03 0,01 0,21 -0,02 -0,04 0,00  
0/1,30 0,20 0,06 0,04 0,03 -0,09 -0,01 -0,04 0,16 -0,07 -0,09 -0,05 0,00 
0/1,60 0,10 0,08 0,14 0,14 0,01 0,09 0,07 0,27 0,04 0,01 0,06 0,10 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
 
Povprečne vsebnosti 7,8-DiMeIQx se gibajo med 0,10 μg/kg v skupini 0/1,60 in 
0,36 μg/kg v skupini 0,65/0,65 (preglednica 18). Nastanek 7,8-DiMeIQx je v vseh 
skupinah, z izjemo skupine 0,65/0,65, manjši v primerjavi s kontrolno skupino, razlike niso 
značilne.  
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Preglednica 19: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost Glu-P-2 (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
Glu-P-2    Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 1,42 0,25 0,00          
1,25/0 1,44 0,28 -0,02 0,00         
1,30/0 2,13 0,28 -0,70 -0,68 0,00        
1,60/0 1,30 0,42 0,13 0,14 0,83 0,00       
0,75/0,50 1,21 0,29 0,22 0,23 0,92 0,09 0,00      
0,65/0,65 2,65 0,29 -1,23 -1,21 -0,53 -1,36 -1,45 0,00     
0,25/1,00 1,49 0,28 -0,07 -0,05 0,64 -0,19 -0,28 1,17 0,00    
0,80/0,80 1,37 0,42 0,05 0,07 0,75 -0,08 -0,17 1,28 0,12 0,00   
0/1,25 1,21 0,29 0,22 0,23 0,92 0,09 0,00 1,45 0,28 0,16 0,00  
0/1,30 2,58 0,28 -1,16 -1,14 -0,45 -1,28 -1,37 0,08 -1,09 -1,21 -1,37 0,00 
0/1,60 1,46 0,42 -0,04 -0,02 0,66 -0,17 -0,26 1,19 0,03 -0,09 -0,25 1,12 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
 
Vsebnosti Glu-P-2 v toplotno obdelanih govejih pleskavicah se gibajo od 1,21 μg/kg 
(skupini 0,75/0,50 in 0/1,25) do 2,65 μg/kg (skupina 0,65/0,65) (preglednica 19). 
Vsebnosti Glu-P-2 se glede na kontrolno skupino značilno povečajo v skupinah 0,65/0,65 
in 0/1,30. Povečano tvorbo Glu-P-2 smo opazili tudi v večini ostalih skupin, vendar so 
razlike neznačilne v primerjavi s kontrolno skupino.  
 
Preglednica 20: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost IQ (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
IQ    Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,09 0,03 0,00          
1,25/0 0,15 0,03 -0,05 0,00         
1,30/0 0,09 0,03 0,00 0,06 0,00        
1,60/0 0,01 0,05 0,08 0,14 0,08 0,00       
0,75/0,50 0,12 0,03 -0,03 0,02 -0,03 -0,11 0,00      
0,65/0,65 0,05 0,03 0,04 0,10 0,04 -0,04 0,07 0,00     
0,25/1,00 0,12 0,03 -0,03 0,03 -0,03 -0,11 0,00 -0,07 0,00    
0,80/0,80 0,02 0,05 0,08 0,13 0,07 -0,01 0,11 0,04 0,11 0,00   
0/1,25 0,10 0,03 -0,01 0,04 -0,01 -0,09 0,02 -0,05 0,02 -0,09 0,00  
0/1,30 0,10 0,03 -0,01 0,05 -0,01 -0,09 0,02 -0,05 0,02 -0,09 0,00 0,00 
0/1,60 0,01 0,05 0,08 0,13 0,07 0,00 0,11 0,04 0,11 0,00 0,09 0,09 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
 
Povprečne vrednosti nastalega IQ v govejih pleskavicah so v primerjavi z drugimi HAA 
med najmanjšimi (preglednica 20). Pri največji koncentraciji dodane soli (1,60/0) oziroma 
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brinovega ekstrakta (0/1,60) se tvori najmanj IQ (0,01 μg/kg), vendar so razlike v 
primerjavi z ostalimi skupinami neznačilne.  
 
Preglednica 21: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost IQx (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
IQx    Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,50 0,14 0,00          
1,25/0 0,46 0,16 0,04 0,00         
1,30/0 1,09 0,16 -0,59 -0,63 0,00        
1,60/0 1,59 0,24 -1,10 -1,14 -0,51 0,00       
0,75/0,50 0,27 0,16 0,22 0,19 0,82 1,32 0,00      
0,65/0,65 1,71 0,16 -1,21 -1,25 -0,62 -0,12 -1,44 0,00     
0,25/1,00 0,33 0,16 0,17 0,13 0,76 1,27 -0,05 1,38 0,00    
0,80/0,80 1,44 0,24 -0,94 -0,98 -0,35 0,16 -1,16 0,27 -1,11 0,00   
0/1,25 0,33 0,16 0,17 0,13 0,76 1,27 -0,06 1,38 0,00 1,11 0,00  
0/1,30 1,39 0,16 -0,89 -0,93 -0,30 0,21 -1,11 0,32 -1,06 0,05 -1,06 0,00 
0/1,60 1,09 0,24 -0,60 -0,64 -0,01 0,50 -0,82 0,62 -0,77 0,34 -0,77 0,29 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
 
Iz preglednice 21, ki prikazuje tvorbo IQx, je razvidno, da se njegova vsebnost z dodatkom 
soli oziroma ekstrakta povečuje. Izjema so skupine 1,25/0, 0,75/0,50, 0,25/1,00 in 0/1,25, 
kjer so vrednosti IQx nekoliko manjše v primerjavi s kontrolno skupino, vendar razlike 
niso značilne. Značilno več IQx se tvori v skupinah 1,30/0, 1,60/0, 0,65/0,65, 0,80/0,80, 
0/1,30, 0/1,60, kjer je največja vrednost dosežena v skupini 0,65/0,65 (1,71 μg/kg).  
 
Preglednica 22: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost AαC (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
AαC    Razlike med skupinmi 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 0,11 0,05 0,00          
1,25/0 0,31 0,05 -0,20 0,00         
1,30/0 0,08 0,05 0,03 0,23 0,00        
1,60/0 0,03 0,08 0,07 0,27 0,04 0,00       
0,75/0,50 0,23 0,05 -0,12 0,08 -0,15 -0,20 0,00      
0,65/0,65 0,16 0,05 -0,05 0,15 -0,08 -0,12 0,07 0,00     
0,25/1,00 0,27 0,05 -0,16 0,04 -0,19 -0,24 -0,04 -0,11 0,00    
0,80/0,80 0,01 0,08 0,09 0,30 0,06 0,02 0,22 0,14 0,26 0,00   
0/1,25 0,28 0,05 -0,17 0,03 -0,20 -0,24 -0,04 -0,12 0,00 -0,26 0,00  
0/1,30 0,13 0,05 -0,03 0,17 -0,06 -0,10 0,10 0,02 0,14 -0,12 0,14 0,00 
0/1,60 0,09 0,08 0,02 0,22 -0,01 -0,05 0,14 0,07 0,18 -0,07 0,19 0,05 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene.  
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Preglednica 22 prikazuje povprečne vsebnosti AαC v toplotno obdelanih govejih 
pleskavicah. V primerjavi s PhIP in Glu-P-2, gre pri AαC za bistveno manjše vrednosti. 
Najmanj AαC se je tvorilo v skupini 0,80/0,80, in sicer 0,01 μg/kg, sledi skupina 1,60/0 z 
0,03 μg/kg in skupina 1,30/0 z 0,08 μg/kg, vendar se vsebnosti v vseh omenjenih skupinah 
ne razlikujejo značilno glede na kontrolno skupino. Značilno povečano tvorbo AαC smo 
opazili v skupinah 1,25/0, 0,25/1,0 in 0/1,25, kjer je bila njegova vsebnost tudi največja 
(0,31 μg/kg). 
 
Preglednica 23: Vpliv različnega dodatka soli in ekstrakta brinovih jagod, vezanega na sol (skupine), na 
vsebnost skupnih HAA (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
Skupni HAA  Razlike med skupinami 
Skupina LSM SE 0/0 1,25/0 1,30/0 1,60/0 0,75/0,5 0,65/0,65 0,25/1,00 0,80/0,80 0/1,25 0/1,30 
0/0 4,49 1,22 0,00          
1,25/0 6,65 1,36 -2,16 0,00         
1,30/0 8,02 1,36 -3,54 -1,38 0,00        
1,60/0 5,68 2,02 -1,19 0,97 2,34 0,00       
0,75/0,50 4,14 1,40 0,34 2,50 3,88 1,54 0,00      
0,65/0,65 11,11 1,40 -6,62 -4,46 -3,09 -5,43 -6,97 0,00     
0,25/1,00 4,53 1,36 -0,04 2,12 3,49 1,15 -0,39 6,58 0,00    
0,80/0,80 5,23 2,02 -0,74 1,42 2,79 0,45 -1,09 5,88 -0,70 0,00   
0/1,25 5,46 1,40 -0,97 1,19 2,56 0,22 -1,32 5,65 -0,93 -0,23 0,00  
0/1,30 12,48 1,36 -7,99 -5,83 -4,46 -6,80 -8,34 -1,37 -7,95 -7,25 -7,02 0,00 
0/1,60 4,32 2,02 0,17 2,33 3,70 1,36 -0,18 6,79 0,21 0,91 1,14 8,16 
LSM – pričakovana povprečna vrednost; SE – standardna napaka ocene; statistično značilne (p ≤ 0,05) 
razlike so rumeno označene; z rdečo sta označeni kombinaciji, ki zavirata nastanek HAA, vendar so razlike 
do kontrole neznačilne (p > 0,05).  
 
Iz preglednice 23 je razvidno, da se vsebnosti skupnih HAA gibajo med 4,14 μg/kg 
(0,75/0,50) in 12,48 μg/kg (0/1,30). Vsebnost skupnih HAA se v skupinah 0,65/0,65 in 
0/1,30 značilno razlikuje v primerjavi s kontrolo, medtem ko največji dodatek brinovega 
ekstrakta (0/1,60) nima značilnega vpliva na vsebnost skupnih HAA in je primerljiva s 
kontrolno skupino.  
 
4.5.1 Vrednotenje slanosti in arome po brinu 
Senzorično vrednotenje slanosti in arome po brinu je pokazalo, da brina ni zaznati niti v 
primeru dodatka ekstrakta v največji koncentraciji. Pleskavice z dodatkom 1,6 g soli in/ali 
ekstrakta vezanega na sol pa so s senzoričnega vidika preslane. 
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5 RAZPRAVA 
Meso predstavlja velik delež v vsakdanji prehrani in ponuja dragocene hranljive snovi, kot 
so beljakovine, železo, cink in vitamine skupine B. Toplotna obdelava mesa, predvsem pri 
višjih temperaturah, ima za posledico nastanek nekaterih škodljivih komponent, med 
katerimi so heterociklični aromatski amini, zaradi svoje kancerogenosti in mutagenosti, 
zagotovo med najbolj problematičnimi (Rahman in sod., 2014; Meurillon in Engel, 2016). 
 
Predelava in skladiščenje živil je povezano z oksidativnimi procesi in posledično 
poslabšanjem njihove kakovosti. Za upočasnitev teh procesov se v industriji pogosto 
uporabljajo sintetični antioksidanti, katerih pomanjkljivost pa je njihova hlapnost in 
razgradnja pri višjih temperaturah ter nejasnosti glede zdravstvenih tveganj. Veliko zelišč 
in začimb, ki jih uporabljamo za popestritev okusa hrane, so odličen vir fenolnih spojin, ki 
so poznane po dobri antioksidativni aktivnosti (Hinneburg in sod., 2006). Inhibicija 
nastanka HAA v največjem merilu temelji na sposobnosti antioksidativnih komponent, ki 
lovijo proste radikale, kateri so vključeni v poti nastanka HAA (Vitaglione in Fogliano, 
2004). 
 
S poskusom smo želeli ugotoviti vpliv dodanega na sol vezanega brinovega ekstrakta na 
tvorbo heterocikličnih aromatskih aminov v toplotno obdelanih govejih pleskavicah. Hkrati 
smo želeli določiti, katera količina je pri zaviranju nastanka HAA najučinkovitejša. 
Pripravili smo ekstrakt brinovih jagod in ga vezali na kuhinjsko sol, nato pa različne 
koncentracije soli oziroma ekstrakta dodali govejim pleskavicam. Sledila je toplotna 
obdelava pleskavic na dvoploščnem žaru ter analiza vsebnosti HAA. Določili smo tudi 
osnovno kemijsko sestavo in vsebnost kreatina/kreatinina v presnem govejem mesu ter 
koncentracijo skupnih fenolnih snovi v pripravljenem brinovem ekstraktu. 
 
5.1 VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN V BRINOVEM EKSTRAKTU 
Določili smo vsebnost skupnih fenolnih spojin, izraženo kot koncentracija galne kisline 
423,2 mg/l ekstrakta oziroma preračunano na ekstrakt, ki je vezan na sol 423,2 μg/g. 
Podobno koncentracijo fenolnih spojin v ekstraktu kupljenih brinovih jagod ugotavlja tudi 
Penko (2015), in sicer 426,2 mg/l, medtem ko sta ekstrakta v Sloveniji nabranih brinovih 
jagod vsebovala 577,5 mg/l in 189,4 mg/l skupnih fenolnih spojin. Manjšo koncentracijo 
skupnih fenolnih spojin v ekstraktu brinovih jagod 176,4 μg/g ugotavlja tudi Nasri s sod. 
(2011). Razlike v koncentraciji skupnih fenolnih snovi so lahko vzrok drugačnega 
delovanja posameznega ekstrakta v podobnih študijah.  
 
5.2 VSEBNOST HAA V GOVEJIH PLESKAVICAH 
HAA so produkt Maillardove reakcije, ki poteka med heksozami in prostimi 
aminokislinami ter kreatinom in kreatininom. Dejavniki, kot so temperatura, vrsta 
uporabljene metode toplotne obdelave, trajanje procesa toplotne obdelave, vrsta mesa, 
vsebnost prekurzorjev nastanka HAA, vrednost pH, čas skladiščenja mesa, uporaba 
antioksidantov in začimb so tisti, ki v največjem merilu vplivajo na tvorbo HAA. Veliko 
število različnih reakcij v mesu, ki potekajo pri visokih temperaturah, se odraža v pestrosti 
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nastanka HAA. Mehanizem nastanka nekaterih HAA, kot so Trp-P-1, Trp-P-2, AαC in 
MeAαC, pa ostaja nepoznan še danes (Szterk, 2015). 
 
V našem poskusu smo v toplotno obdelanih govejih pleskavicah, katerim je bila dodana sol 
oziroma ekstrakt brinovih jagod, določili v povprečju 6,92 μg/kg skupnih HAA. Med 
posameznimi HAA izstopata PhIP (1,96 μg/kg) in Glu-P-2 (1,74 μg/kg), ki skupaj 
predstavljata več kot polovico vsebnosti skupnih HAA. Sledijo 4,8-DiMeIQx (0,92 μg/kg), 
IQx (0,78 μg/kg) MeIQx (0,54 μg/kg), harman (0,32 μg/kg), 7,8-DiMeIQx (0,2 μg/kg), 
norharman (0,2 μg/kg), AαC (0,19 μg/kg) in IQ (0,1 μg/kg) v bistveno manjših količinah 
(slika 10). 
 
 
Slika 9: Povprečne vsebnosti posameznih HAA (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah 
 
Janžekovič (2015) v toplotno obdelanih govejih sekljancih po dodatku za zmanjšanje 
tvorbe produktov Maillardove reakcije – ksantohumolu ugotavlja vsebnost skupnih HAA, 
in sicer 82,55 μg/kg. Tako v raziskavi Janžekovičeve (2015) kot v naši raziskavi med 
analiziranimi HAA prevladujeta PhIP in Glu-P-2, najmanj pa je IQ. 
 
Vsebnost in profil HAA med procesom toplotne obdelave govedine pod različnimi pogoji 
je ugotavljal tudi Szterk (2015). Podobno kot v naši študiji tudi on potrjuje največjo tvorbo 
4,8-DiMeIQx (4,50-7,55 ng/g) med aminoimidazoazareni. Med pirolitičnimi HAA 
ugotavlja največjo vsebnost pri harmanu (5,93-19,53 ng/g), sledi PhIP (3,14-11,8 ng/g). 
Najmanj pa se je tvorilo IQ in AαC, kar sovpada z rezultati naše študije. Na osnovi 
primerjave rezultatov bi lahko zaključili, da je vrstni red glede vsebnosti posameznih HAA 
primerljiv tudi zaradi uporabe enake vrste mesa, namreč v omenjenih poskusih je bilo 
uporabljeno goveje meso.  
 
Primerjava dobljenih rezultatov z ostalimi študijami je težavna. Kljub temu, da je zasnova 
poskusa podobna, na rezultate v največji meri vplivajo vrsta uporabljenega mesa in 
njegova kakovost, pogoji in način toplotne obdelave. Vsebnosti analiziranih HAA v našem 
poskusu so tako nekoliko manjše v primerjavi z drugimi študijami (Janžekovič, 2015; 
Szterk, 2015). 
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Vsebnost skupnih HAA v posameznih eksperimentalnih skupinah, ki so opredeljene z 
različnimi koncentracijami dodatka soli oziroma brinovega ekstrakta, prikazuje slika 10. 
 
 
Slika 10: Vsebnost skupnih HAA (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah, izdelanih z različnimi 
količinami dodane soli oz. brinovega ekstrakta, vezanega na sol 
 
Glede na dobljene rezultate lahko sklepamo, da je nastanek skupnih HAA v veliki meri 
odvisen od same koncentracije in ne toliko od vrste dodatka. Tvorba skupnih HAA v 
kontrolni skupini (0/0) se bistveno ne razlikuje od preostalih skupin, razen v skupinah 
1,30/0, 0,65/0,65 in 0/1,30. Največjo tvorbo skupnih HAA smo določili ravno v skupini, 
kjer smo uporabili le brinov ekstrakt. Govorimo o 28 % povečanju skupnih HAA v skupini 
0,65/0,65 ter kar 35,7 % povečanju v skupini 0/1,30, v primerjavi s skupino 1,30/0. Glede 
na to lahko zaključimo, da večji dodatek brinovega ekstrakta v količini dodatka 1,3 g/100 g 
poveča tvorbo skupnih HAA v primerjavi z dodatkom soli. Zanimivo je, da se nastanek 
HAA ob povečanju dodatka (soli oziroma brinovega ekstrakta) na 1,6 g/100 g bistveno 
zmanjša in je najmanjši v skupini ravno v skupini 0/1,60, kjer je bil dodatek brina največji. 
Gre za 29 % manjši nastanek HAA v skupini 1,60/0 glede na skupino 1,30/0, za 52 % 
manjši nastanek v skupini 0,80/0,80 glede na skupino 0,65/0,65 in kar 65 % manjšo tvorbo 
v skupini 0/1,60 primerjano s skupino 0/1,30. Problem pri uporabi največje količine 
dodatka (soli oziroma brinovega ekstrakta) se kaže v senzorični sprejemljivosti toplotno 
obdelanih pleskavic, saj so le-te preslane. Kot najoptimalnejša in senzorično sprejemljiva 
rešitev se izkaže uporaba kombinacije soli in brinovega ekstrakta v razmerju, ki ga 
predstavlja skupina 0,75/0,50. 
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Slika 11: Vsebnost PhIP (μg/kg) v toplotno obdelanih govejih pleskavicah, izdelanih z različnimi količinami 
dodane soli oz. brinovega ekstrakta, vezanega na sol 
 
Slika 11 prikazuje vsebnosti PhIP v toplotno obdelanih govejih pleskavicah v odvisnosti od 
dodatka različne koncentracije soli oziroma brinovega ekstrakta. Glede na zelo razpršeno 
porazdelitev vsebnosti je težko podati kakršenkoli zaključek o delovanju brinovega 
ekstrakta na zmanjšanje tvorbe PhIP. Zanimivo pa je dejstvo, da se pri dodatku 1,3 g soli, 
brinovega ekstrakta ali pa kombinacije v razmerju 1:1 tvori bistveno več PhIP, kot pri 
ostalih koncentracijah. V primerjavi s skupino 1,30/0 ga v skupini 0,65/0,65 nastane 24 % 
več, v 0/1,30 pa kar 55 % več, torej večji dodatek brina v tej koncentraciji dodatka vpliva 
na povečano tvorbo HAA. 
 
Zanimive izsledke v študiji toplotne obdelave jeter ugotavljajo tudi Lan in sod. (2004). 
PhIP v toplotno obdelanih jetrih brez dodatkov sploh niso zaznali, medtem ko je dodatek 
moke, rdečega vina, limoninega soka in popra povečal tvorbo omenjenega HAA. Kot 
obrazložitev je podana razlaga, da je pro- oziroma anti-oksidativen vpliv odvisen od 
koncentracije uporabljene spojine oziroma od specifike v interakciji s posameznimi HAA.  
 
Ugotovili smo, da pri koncentraciji dodatka 1,3 g soli in 1,3 g na sol vezanega ekstrakta ter 
pri uporabi kombinacije 0,65 g soli in 0,65 g na sol vezanega ekstrakta nastajajo MeIQx, 
PhIP in Glu-P-2 v bistveno večjih količinah kot v ostalih skupinah. Sklepamo lahko, da je 
večja vsebnost MeIQx, PhIP in Glu-P-2 odvisna od količine dodane soli. Pri večjih ali 
manjših količinah dodane soli oziroma ekstrakta jih nastane bistveno manj. Gledano med 
skupinami z dodatkom 1,3 g se je nastanek MeIQx z dodatkom in naraščanjem vsebnosti 
brinovega ekstrakta povečeval, in sicer za 24 % v skupini 0,65/0,65 in 36,3 % v 0/1,30 
skupini, primerjano s skupino 1,30/0. Kot najuspešnejši pri zaviranju nastanka MeIQx se je 
izkazal dodatek 1,25 g/100 g mesa, kjer ga je v vseh skupinah (1,25/0, 0,75/0,50, 0,25/1,00 
in 0/1,25) nastalo manj kot v kontrolni skupini, razlike pa niso značilne. Z dodatkom in 
povečevanjem koncentracije brinovega ekstrakta (od 1,25 do 1,6 g/100 g mesa) se nastanek 
MeIQx zmanjšuje.  
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Različen učinek delovanja začimb na nastanek HAA ugotavljajo tudi Damašius in sod. 
(2011). Kot uspešna zaviralca nastanka PhIP v govejem mesu sta se izkazala origano in 
timijan, medtem ko bazilika, rožmarin in majaron povečajo njegovo tvorbo. V posebno 
skupino delovanja pa lahko uvrstimo koriander, ki je pokazal podobne karakteristike 
delovanja kot brin v našem poskusu, namreč manjši dodatek (0,2 %) je značilno povečal 
tvorbo PhIP v primerjavi s kontrolno skupino, medtem ko je večji dodatek (0,5%) zmanjšal 
tvorbo omenjenega HAA. Prav tako lahko govorimo tudi o različnem vplivu enakega 
dodatka na tvorbo posameznih HAA. Tako je npr. 0,5 % dodatek bazilike povečal tvorbo 
PhIP, po drugi strani pa je zmanjšal obseg oblikovanja Trp-P-1 in Trp-P-2. 
 
Vsebnost harmana in norharmana v pečenih govejih pleskavicah je v primerjavi z MeIQx 
in PhIP bistveno manjša. O najmanjši vrednosti harmana in norharmana govorimo pri 
uporabi dodatka v skupinah 1,60/0, 0,80/0,80 in 0/1,60, kjer se je ravno skupina 0/1,60 z 
največjo vsebnostjo brinovega ekstrakta izkazala za najučinkovitejšo v zaviranju njunega 
nastanka. V primeru povečane tvorbe harmana bistveno izstopa dodatek v koncentraciji 
1,25 g/100 g mesa (1,25/0, 0,75/0,50, 0,25/1,00, 0/1,25). Kot najslabša pri nastanka 
norharmana pa se je pokazala uporaba dodatka 1,3 g/100 g (1,30/0, 0,65/0,65, 0/1,30). Vse 
preostale koncentracije dodatka so se izkazale v manjšem nastanku norharmana kot v 
kontrolni skupini. 
 
Največja količina dodatka (1,60/0, 0,80/0,80 in 0/1,60) se je ponovno izkazala kot 
najuspešnejša pri zaviranju nastanka 4,8-DiMeIQx in 7,8-DiMeIQx. Glede na rezultate pa 
ne moremo zaključiti, da bi dodatek brinovega ekstrakta vplival na količino nastalega 
HAA. 
 
Iz razlik v sintezi IQ med posameznimi skupinami lahko razberemo, da je njegov nastanek 
odvisen le od koncentracije dodatka, ni pa zaznati, da bi brin kot antioksidant prispeval k 
večjemu ali manjšemu nastanku IQ. Glede na njegovo manjšo tvorbo z naraščajočo 
koncentracijo dodatka lahko zaključimo, da večja vsebnost dodatka zmanjša tvorbo IQ.  
 
Povsem drugačna razporeditev nastanka po posameznih skupinah pa se pojavi pri IQx. 
Vsebnosti IQx so v primerjavi s kontrolno skupino večje v skupinah z največjim in 
najmanjšim dodatkom soli in ekstrakta ali njune kombinacije. Na osnovi rezultatov lahko 
zaključimo, da je nastanek IQx odvisen od dodatka, in sicer večje koncentracije spodbujajo 
nastanek IQx, ni pa zaznati vpliva brinovega ekstrakta kot zaviralca ali pa pospeševalca 
nastanka. 
 
Povprečne vrednosti nastanka AαC kažejo, da z večjim dodatkom, bodisi soli, ekstrakta ali 
njune kombinacije, količina nastalega HAA zmanjšuje. Gledano med skupinami, kjer smo 
kot dodatek uporabili le sol ali le ekstrakt vezan na sol ali med skupinami, kjer so bile 
uporabljene različne kombinacije, se je največji dodatek 1,6 g (1,60/0, 0,80/0,80 in 0/1,60) 
izkazal kot najuspešnejši pri zaviranju nastanka AαC. 
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6 SKLEPI 
Na podlagi rezultatov poskusa smo oblikovali naslednje sklepe: 
 v izdelanem ekstraktu brina je vsebnost skupnih fenolnih snovi 423,2 mg/l izraženo 
kot koncentracija galne kisline v mg na liter ekstrakta; 
 presno goveje meso, ki smo ga uporabili za izdelavo pleskavic v 100 g v povprečju 
vsebuje 73,85 ± 1,11 g vode, 22,32 ± 0,19 g beljakovin, 1,98 ± 0,31 g maščob in 
1,44 ± 0,44 g soli ter 0,408 mmol kreatina in 0,036 mmol kreatinina; 
 povprečna izguba mase (22,8 ± 8,1 %) pleskavic med pečenjem z naraščanjem 
koncentracije dodane soli oziroma brinovega ekstrakta narašča; 
 vsebnost skupnih HAA (6,92 ± 4,51 μg/kg) v pečenih govejih pleskavicah zelo 
variira; 
 v povprečju, pečene goveje pleskavice z dodanimi različnimi količinami soli in 
brinovega ekstrakta, vezanega na sol, od HAA vsebujejo največ PhIP (1,96 g/kg), 
Glu-P-2 (1,74 g/kg), 4,8-DiMeIQx (0,92 g/kg), IQx (0,78 g/kg), MeIQx 
(0,54 g/kg), ostalih HCA, kot so harman, 7,8-DiMeIQx, norharman, AC in IQ, 
pa je manj kot 0,50 g/kg; 
 povečana tvorba skupnih HAA (in tudi nekaterih posameznih HAA, kot so 
MeIQx, PhIP in Glu-P-2) se pojavi ob skupnem dodatku soli oziroma ekstrakta 
brinovih jagod v koncentraciji 1,3 g/100 g presne mase (samo soli, v kombinaciji 
ali samo brinovega ekstrakta); 
 dodatek 0,75 g soli in 0,50 g brinovega ekstrakta oziroma dodatek 1,6 g 
brinovega ekstrakta na 100 g mesa zmanjšata (neznačilno) tvorbo skupnih HAA 
(in nekaterih posameznih HAA: MeIQx, PhIP, norharmana in 7,8-DiMeIQx); 
 z vidika zmanjšanja tvorbe HAA in senzorične sprejemljivosti je najoptimalnejša 
rešitev dodatek 0,75 g soli in 0,50 g brinovega ekstrakta, vezanega na sol, na 100 g 
presne mase za goveje pleskavice, čeprav zmanjšanje tvorbe HAA ni statistično 
značilno. 
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7 POVZETEK 
Epidemiološki podatki nakazujejo, da povečana konzumacija dobro pečenega rdečega 
mesa, ki vsebuje večje količine HAA, prispeva k obolevnosti ljudi za določenimi vrstami 
raka (Alaejos in sod., 2008c). 
 
Z raziskavo smo želeli ugotoviti ali dodatek brina, kateri je poznan po svojem 
antioksidativnem delovanju in se ga pogosto uporablja pri pripravi različnih jedi, vpliva na 
nastanek HAA pri toplotni obdelavi govejih pleskavic. Pripravili smo ekstrakt brinovih 
jagod ter ga vezali na kuhinjsko sol (NaCl). Pri pripravi govejih pleskavic smo uporabili 
različne koncentracije in kombinacije soli ter ekstrakta vezanega na sol s predvidevanjem, 
da bo ekstrakt brina vplival na manjši nastanek HAA (0/0 – negativna kontrola (brez NaCl 
in ekstrakta), 1,25/0 – 1,25 g NaCl, 1,30/0 – 1,3 g NaCl, 1,60/0 – 1,6 g NaCl, 0,75/0,50 – 
0,75 g NaCl + 0,50 g ekstrakta, 0,65/0,65 – 0,65 g NaCl + 0,65 g ekstrakta, 0,25/1,00 – 
0,25 g NaCl + 1 g ekstrakta, 0,80/0,80 – 0,8 g NaCl + 0,8 g ekstrakta, 0/1,25 – 1,25 g 
ekstrakta, 0/1,30 – 1,3 g ekstrakta, 0/1,60 – 1,6 g ekstrakta). Oblikovane pleskavice smo 
pekli na dvoploščnem žaru pri 240 °C 4,5 minute. Sledili sta senzorična in kemijska 
analiza, v okviru katere smo določili osnovno kemijsko sestavo presnega govejega mesa 
(vsebnost vode, beljakovin, maščob, mineralnih snovi). Hkrati smo v presnem govejem 
mesu določili še vsebnost kreatina in kreatinina, ki veljata za pomembna prekurzorja v 
procesu nastanka HAA. Z analizo Folin-Ciocalteu smo pridobili podatke o vsebnosti 
fenolnih komponent v brinovem ekstraktu. Pečene pleskavice smo homogenizirali, nato pa 
je sledila ekstrakcija HAA in čiščenje s trdno fazo (SPE). Vsebnost HAA smo določili s 
HPLC-MS. 
 
Rezultati izvedenih analiz so pokazali, da presno goveje meso, ki smo ga uporabili za 
izdelavo pleskavic v 100 g v povprečju vsebuje 73,85 ± 1,11 g vode, 22,32 ± 0,19 g 
beljakovin, 1,98 ± 0,31 g maščob in 1,44 ± 0,44 g soli ter 0,408 mmol kreatina in 0,036 
mmol kreatinina. Z metodo Folin-Ciocalteu smo v rastlinskem ekstraktu brinovih jagod 
določili vsebnost skupnih fenolnih spojin 423,2 mg/l izraženo kot koncentracija galne 
kisline v mg na liter ekstrakta. 
 
Pri peki govejih pleskavic nastajajo različni HAA, hkrati pa nam primerjava posameznih 
preglednic pove, da pod enakimi pogoji nastajajo različne količine posameznih HAA. 
Toplotno obdelane goveje pleskavice so vsebovale v povprečju 6,92 μg/kg skupnih HAA. 
Med analiziranimi HAA izstopata PhIP (1,96 μg/kg) in Glu-P-2 (1,74 μg/kg), ki skupaj 
predstavljata več kot polovico povprečne vrednosti HAA. V manjšem obsegu pa smo 
določili tudi 4,8-DiMeIQx (0,92 μg/kg), IQx (0,78 μg/kg) in MeIQx (0,54 μg/kg), nato pa 
še harman (0,32 μg/kg), 7,8-DiMeIQx (0,2 μg/kg), norharman (0,2 μg/kg), AαC 
(0,19 μg/kg) in IQ (0,1 μg/kg).  
 
Na osnovi rezultatov naše študije smo ugotovili, da skupni dodatek soli oziroma ekstrakta 
brinovih jagod (ekstrakta vezanega na sol ali njune kombinacije v razmerju 1:1) v 
koncentraciji 1,3 g/100 g presne mase poveča tvorbo skupnih HAA (in tudi nekaterih 
posameznih HAA, kot so MeIQx, PhIP in Glu-P-2). Pri manjši ali večji koncentraciji 
dodatka ugotavljamo značilno manjšo tvorbo skupnih HAA.  
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Ob dodatku brinovega ekstrakta in soli v skupini količini 1,25 g/100 g ali brinovega 
esktrakta v koncentraciji 1,60 g/100 g je vsebnost nastalih HAA manjša kot v kontrolni 
skupini. Da je njegovo delovanje nekoliko bolj kompleksno se kaže ravno v preobratu, ko 
pri določeni koncentraciji (med 1,25 in 1,30 g/100 g) povečuje tvorbo HAA z večanjem 
dodatka (1,60 g/100 g) pa tvorbo zmanjšuje. Pleskavice z največjim dodatkom skupne soli 
(1,6 g/100 g) so s senzoričnega vidika preslane, zato se je kot najboljša v zaviranju 
nastanka skupnih HAA in hkrati senzorično sprejemljiva izkazala skupina z 0,75 g soli in 
0,50 g ekstrakta brina, vezanega na sol (0,75/0,50). 
 
Da je delovanje posameznih dodatkov, s pričakovanim antioksidativnim delovanjem, zelo 
kompleksno področje raziskav potrjujejo številne študije, katerih rezultati včasih niso v 
skladu s predvidevanji o delovanju posameznih spojin. Kot v našem poskusu podobne 
izsledke o različnem vplivu začimb in zelišč ugotavljajo tudi drugi avtorji (Lan in sod., 
2004; Damašius in sod., 2011), kar le še potrjuje dejstvo po možnostih in potrebah 
nadaljnjih raziskav. 
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